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1  JOHDANTO 
 
 
Sumukuivausta käytetään paljon elintarvike- ja lääketeollisuudessa nestemäisten 
materiaalien (liuos, emulsio, suspensio) kuivaukseen (Filková ym. 2006). 
Sumukuivausta käytetään lääkevalmisteiden ja elintarvikkeiden säilyvyyden 
parantamiseen, koska kiinteä valmiste yleensä säilyy huomattavasti paremmin kuin 
nestemäinen. Sumukuivauksen etuna verrattuna esimerkiksi kylmäkuivaukseen ovat 
nopeus, edullinen hinta ja se että lopputuotteen ominaisuuksia pystyy kontrolloimaan 
muuttamalla kuivauksen prosessiparametreja (Maa ym. 1998).  
Proteiinilääkkeitä tutkitaan tällä hetkellä paljon lääketeollisuudessa, koska 
proteiinilääkkeiden käytöstä on saatu hyviä tuloksia monien vakavien sairauksien 
hoidossa (Frokjaer ja Otzen 2005). Lääketeollisuuden kiinnostus proteiinilääkkeitä 
kohtaan on kasvanut, koska niiden synteesimenetelmät, formulaatioteknologia ja 
annostelutekniikat ovat kehittyneet hyvin paljon (Reichert 2008 ja Lai ja Topp 1999). 
Lisäksi potilaat suhtautuvat myönteisemmin injektiomuotoisiin lääkevalmisteisiin kuin 
ennen. Tämän vuoksi lääketeollisuus on rahoittanut paljon proteiinilääkkeiden 
tutkimusta ja tuotekehitystä ja näyttää siltä, että proteiinilääkkeitä on tulossa yhä 
enemmän markkinoille ja yhä useampia sairauksia voidaan tulevaisuudessa hoitaa 
proteiinilääkkeillä. Tämän vuoksi proteiinilääkkeiden tuotekehitys ja 
valmistusmenetelmien tutkiminen on tärkeää, koska se on lääketeollisuuden 
tulevaisuutta.   
Proteiinilääkkeiden valmistuksessa, annostelussa ja säilytyksessä on ongelmia niiden 
monimutkaisen ja herkän rakenteen vuoksi (Frokjaer ja Otzen 2005). Ympäristön 
olosuhteet muuttavat herkästi proteiinin rakennetta, eikä muuttunut proteiini toimi 
elimistössä toivotulla tavalla. Farmakologinen vaikutus saattaa hävitä ja vaikutukset 
saattavat olla jopa haitallisia. Esimerkiksi proteiiniaggregaatit saattavat aiheuttaa 
epätoivotun immunologisen reaktion. Proteiinit ovat herkkiä esimerkiksi korkeille 
lämpötiloille ja mekaaniselle rasitukselle, mikä saattaa olla ongelma sumukuivauksen 
aikana (Maa ym. 1998). Myös saannot jäävät sumukuivauksessa joskus liian alhaisiksi. 
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Proteiinilääkkeiden säilytyksessä taas kosteus saattaa olla ongelma. Tämän vuoksi 
proteiinilääkkeiden valmistuksessa käytetään suoja-aineita, kuten sokereita (Lai ja Topp 
1999). Sokerit pystyvät amorfisen rakenteensa ansiosta suojaamaan proteiinia 
valmistuksen ja säilytyksen aikana.  
Annostelussa ongelman aiheuttaa se, että proteiinit pilkkoutuvat ohutsuolessa eivätkä 
imeydy, joten suun kautta annostelu on hankalaa. Proteiinilääkkeet annostellaan yleensä 
injektioina, mutta myös vaihtoehtoisia annostelureittejä proteiinilääkkeille, kuten 
nenäsuihkeena ja hengitettävänä aerosolina, yritetään parannella.  
Tässä pro gradu-tutkimuksessa tutkittiin malliproteiinina käytettävän β-galaktosidaasin 
sumukuivausta ja sen stabilointia hiilihydraateilla. Tutkimuksen tavoite oli saada tietoa 
kuinka hyvin β-galaktosidaasi säilyy aktiivisena sumukuivauksen ja säilytyksen aikana 
ja miten stabiloivina aineina käytetyt disakkaridit vaikuttavat aktiivisuuden säilymiseen. 
Työssä tutkittiin myös stabiloivina aineina käytettävien disakkaridien trehaloosin ja 
melibioosin fysikaalisia ominaisuuksia, sekä prosessiparametrien vaikutusta 
lopputuotteeseen, kuten kosteuspitoisuuteen ja saantoon.  
 
 
II KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
 
2  SUMUKUIVAUS 
 
Sumukuivauksessa neste, jossa aine on liuenneena tai kiinteänä, sumutetaan pieninä 
pisaroina kuumaan kaasuvirtaan, jolloin liuotin haihtuu ja kuivuneet partikkelit 
erotetaan kaasuvirrasta, jolloin nestemäisestä aineesta saadaan hienoa jauhetta, rakeita 
tai agglomeraatteja (Patel ym 2009). Jauhe kulkeutuu kaasuvirran mukana keräysastiaan 
tai laskeutuu kuivauskammion pohjalle. Sumukuivausprosessi sisältää yleensä viisi 
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vaihetta: raaka-aineen konsentrointi, jossa raaka-aine konsentroidaan ennen kuin se 
syötetään sumukuivaimeen, nesteen sumutus eli atomisaatio, atomisoidun nesteen ja 
kuivauskaasun sekoitus, pisaroiden kuivaaminen ja kuivatun aineen erottaminen 
kuivauskaasusta (Ameri ja Maa 2006). Sumukuivaimen osia ovat kuivattavan nesteen 
pumppu, suutin, kuivauskaasun lämmitin ja puhallinlaite, kuivauskammio, sykloni, 
jauheen keräysastia sekä lisäksi kuivauskaasun poistojärjestelmä (Kuva 1). 
Sumukuivauksella saadaan yleensä aikaan pyöreitä partikkeleita (Patel ym 2009). 
Lisäksi partikkelikoko on pieni, ja sumukuivattu jauhe on yleensä amorfista (Vehring 
2008). Menetelmän etuna on mm. se, että kapasiteettia pystyy vaihtelemaan hyvin 
paljon, se on jatkuva prosessi ja sen pystyy helposti automatisoimaan (Ameri ja Maa 
2006). Sumukuivauksella saa myös tuotettua kuivaa jauhetta nopeasti (verrattuna 
esimerkiksi kylmäkuivaukseen) ja sumukuivauksessa pystyy kontrolloimaan 
partikkelikokojakaumaa ja muita lopputuotteen ominaisuuksia muuttamalla 
prosessiolosuhteita.  
Sumutuskuivauksessa käytetään korkeita lämpötiloja ja nestepisaroiden suuri pinta-alan 
ja tilavuuden välinen suhde saa nestepisarat kuivumaan nopeasti (Masters 1991). 
Suhteellinen pinta-ala on suuri, koska neste atomisoidaan kuivauskammioon pieniksi 
pisaroiksi, jolloin pisaroiden pinta-ala suhteessa tilavuuteen on suurempi kuin suurilla 
pisaroilla. Koska sumukuivausprosessi on nopea, jauhepartikkelien lämpötila ei ehdi 
nousta yhtä korkeaksi kuin sisääntulolämpötila (inlet temperature), mikä estää 
lämpöherkkiä materiaaleja vahingoittumasta (Modeira ym. 2010). Kohdatessaan 
sisääntulolämpötilan jauhepartikkelit eivät ole vielä kuivuneet, joten veden haihtuminen 
vie paljon energiaa, mikä suojaa partikkeleja lämmön vaikutukselta. Kuivauskaasun 
poistuessa laitteesta kuivatut partikkelit ovat eri lämpötilassa, tätä kutsutaan 
ulosmenolämpötilaksi (outlet temperature). Ulosmenolämpötila on usein huomattavasti 
pienempi kuin sisääntulolämpötila. Ulosmenolämpötila on kriittinen parametri, koska 
partikkelit ovat kauemmin tässä lämpötilassa joten se vaikuttaa paljon lopputuotteen 
ominaisuuksiin, kuten proteiinin aktiivisuuteen (Ameri ja Maa 2006).  Herkät 
materiaalit, kuten proteiinit, yritetään kuivata mahdollisimman nopeasti ja 
mahdollisimman alhaisissa lämpötiloissa. Sumutuskuivaus sopiikin myös herkkien 
tuotteiden kuivaamiseen (Masters 1991). Lämpöherkkiä materiaaleja kuivatessa 
ulosmenolämpötilaa olisikin tärkeä seurata, koska jauhepartikkelit ovat tässä 
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lämpötilassa pidemmän aikaa ja tämä lämpötila ei saisi olla niin suuri, että se vaikuttaisi 
lämpöherkkään materiaaliin. Hyvin lämpöherkille materiaaleille sumukuivaus ei 
kuitenkaan sovi. 
Sumukuivaimen koko vaikuttaa huomattavasti lopputuotteeseen, ja pienet 
laboratoriomittakaavan laitteet tuottavat pieniä partikkeleja, yleensä kooltaan noin 10 
µm (Ameri ja Maa 2006). Kuivauskammion muoto vaikuttaa myös partikkelien kokoon. 
Suurissa teollisuusmittakaavan kuivaimissa suuretkin pisarat ehtivät kuivua, jolloin 
saadaan myös suuria partikkeleita.  
 
 
Kuva 1. Sumukuivamen toimintakuva (a). Kuvassa näkyy nesteen sumutus ja ilmavirran 
kulku sumukuivaimessa. Kuvassa b on kuvattu sumukuivausprosessin prosessimuuttujat 
(Ameri ja Maa 2006).  
 
 
2.1  Syöttönesteen sumutus eli atomisaatio 
 
Suuttimella tehtävä atomisointi on sumukuivauksen tärkein osaprosessi (Filková ym. 
2006). Suutin on siis sumukuivaimen kriittinen osa ja sen pitää täyttä monia 
vaatimuksia. Sen tehtävä on dispergoida kuivattava materiaali pieniksi pisaroiksi ja 
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saada ne jakautumaan ja sekoittumaan hyvin kuivaavaan kaasuun. Pisarat eivät saa olla 
liian suuria, jotta ne pystytään kuivaamaan kokonaan, eivätkä liian pieniä, koska se 
huonontaa tuotteen säilymistä prosessin aikana, koska pienet partikkelit ovat herkempiä 
korkeille lämpötiloille. Suuttimen tehtävä on myös kontrolloida millä nopeudella raaka-
aine syötetään kuivaimeen. Sumutuskuivaimessa voidaan käyttää erilaisia suuttimia ja 
suuttimen valinta vaikuttaa atomisointiin tarvittavan energian määrään, lopputuotteen 
partikkelikokoon ja partikkelikokojakaumaan sekä kuivausnopeuteen (Broadhead 1992 
ja Filková ym. 2006). Pienemmät nestepisarat kuivavat nopeammin ja syntynyt jauhe on 
hienojakoisempaa. Suuttimet on suunniteltu siten, että nestepisarat täyttävät koko 
kuivauskammion tasaisesti ja tehokas kuivaus on mahdollista, joten suuttimen ja 
kuivauskammion tyypit pitää valita yhteensopiviksi. Myös suuttimen ilmavirtaa voidaan 
säädellä, mikä vaikuttaa muodostuvien nestepisaroiden kokoon. Ilmavirran lisääminen 
pienentää pisaroiden kokoa joten lopputuotteen partikkelikoko on pienempi. 
Partikkelikokoon vaikuttaa pisarakoon lisäksi myös nesteen pintajännitys ja tiheys, 
liuoksen kuiva-ainekonsentraatio sekä liuoksen syöttönopeus.  
Suuttimia on olemassa erilaisia ja eri tyypeillä on omat etunsa ja haittansa. 
Suutintyyppejä ovat kiekkosuutin, painesuutin (hydraulinen suutin, yksi-fluidisuutin), 
paineilmasuutin (pneumaattinen suutin, kaksoisfluidisuutin) ja ultraäänisuutin (Celik ja 
Wendell 2007 ja Ameri ja Maa 2006).   
Esimerkiksi kiekkosuutin on lääketeollisuudessa suosittu, koska se soveltuu erilaisten 
nesteiden käsittelyyn (Kuva 2). Kiekkosuuttimessa kuivattava liuos johdetaan suurella 
nopeudella pyörivän kiekon keskiosaan, josta liuos kulkeutuu kiekon reunoille, jolloin 
liuos hajoaa pieniksi pisaroiksi (Filková ym. 2006). Kiekkosuuttimia käytetään 
pääasiassa sellaisten nesteiden kuivaamiseen jotka tukkisivat muunlaiset suuttimet, eli 
lietteiden ja nesteiden joilla on suuri viskositeetti. 
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Kuva 2. Erilaisia kiekkosuuttimia (Filková ym. 2006). 
 
Hydraulisessa painesumuttimessa liuos painetaan suurella paineella suuttimen läpi 
(Broadhead 1992 ja Kuva 3). Lopputuote on hiukkaskooltaan yhdenmukaisempaa ja 
partikkelit ovat pyöreitä, joten lopputuote on paremmin valuvaa kuin paineilmasuutinta 
käytettäessä (Filková ym. 2006).  
 
Kuva 3. Hydraulinen painesuutin (Filková ym. 2006). 
 
Paineilmasuuttimessa (pneumaattinen suutin) nestesuihku hajotetaan pisaroiksi nopeasti 
virtaavan ilmasuihkun eli ilmanpaineen avulla (Filková ym. 2006). Paineilmasumutinta 
voidaan käyttää suuriviskoosisille nesteille tai kun halutaan lopputuotteelle erittäin pieni 
hiukkaskoko (Kuva 4). Paineilmasuuttimella saadaan sekä suuria, että pieniä 
partikkeleita mutta partikkelikokojakauma on usein leveämpi. Paineilmasumuttimet 
ovat energiankäytön kannalta epätaloudellisia, mutta niitä käytetään yleisesti 
laboratorioskaalan sumukuivaimissa. 
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Kuva 4. Paineilmasuutin (pneumaattinen suutin) (Filková ym. 2006). 
 
2.2  Syöttönesteen ja kuivaavan kaasun sekoitus ja kuivuminen 
 
Pisaroiden ja kuivausilman kontakti ja sitä seuraava pisaroiden kuivuminen tapahtuu 
kuivauskammiossa (Broadhead 1992). Kuivauskammion muodon valintaan vaikuttaa 
sumukuivaimen suuttimen tyyppi (Filková ym. 2006). Kuivauskammion tulisi olla 
sellainen, että suurin pisara joka suuttimesta muodostuu, ehtisi kuivumaan ennen kuin 
se saavuttaa kammion seinämän. Kuivauskaasu pitää yllä virtausta kuivaimessa, etteivät 
partikkelit ajaudu säiliön seinämiin tai suuttimeen. Kuivaavan kaasun lämpötila ja liike 
vaikuttavat lopputuotteen ominaisuuksiin.  
Kuivauskaasu voidaan ohjata kuivauskammioon myötävirtaan tai vastavirtaan. 
Myötävirtakuivaimessa sekä kuivauskaasu, että raaka-aine sumutetaan säiliön yläosasta 
(Kuva 1). Myötävirtakuivauksessa kuivuvien hiukkasten eli partikkelien oloaika 
sumukuivaimessa on lyhyempi, joten se sopii lämpöherkille aineille paremmin. Lisäksi 
kuiva materiaali on siinä kontaktissa vain jäähtyneen kuivausilman kanssa. Myös 
kuivauskammion rakenne on myötävirtasysteemissä yksinkertaisempi. 
Vastavirtakuivauksessa raaka-aine sumutetaan säiliön yläosasta ja kuivauskaasu säiliön 
alaosasta. Vastavirtakuivauksessa partikkelit viipyvät järjestelmässä pidempään ja 
kuivuvat täydellisemmin, jonka tähden se sopii lämpöä kestäville ja pidemmän 
kuivausajan vaativille aineille paremmin (Masters 1991). Vastavirtamenetelmässä 
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lämmön hyväksikäyttö on tehokkaampaa, joten menetelmä on taloudellisempi. 
Sekavirtakuivaus on myötä- ja vastavirtakuivauksen yhdistelmä, mikä sopii lähinnä 
lämpöä hyvin kestäville aineille. Joissain laitteissa kuivausilmavirta voi kulkea myös 
turbulentisti tai kohtisuoraan suhteessa raaka-aineen virtaa (Broadhead 1992). 
Kuivauskaasun virtaussuunta vaikuttaa myös lopputuotteen laatuun, kuten jauheen 
tiheyteen ja huokoisuuteen (Filková ym. 2006). 
Sumukuivauslaitteet ovat tavallisesti avoinkiertoisia (Filková ym. 2006). 
Avoinkiertoisessa laitteessa kuivauskaasu poistetaan systeemistä käytön jälkeen. 
Tällaisissa sumukuivaimissa kuivauskaasuna käytetään usein ilmaa. Myös suljetulla 
kierrolla toimivia sumukuivaimia käytetään, jolloin kuivauskaasua kierrätetään 
laitteistossa. Tällöin käytetään usein inerttiä kaasua kuten typpeä. Erilaisia 
laiteratkaisuja on kehitetty myös helposti hapettuville, myrkyllisille tai steriileille 
valmisteille tai jos liuottimena on orgaaninen liuotin. Tällöin täytyy estää tehokkaasti 
materiaalien ja ympäröivän ilman välinen kontakti. 
 
2.3  Kuivatun tuotteen erottaminen kaasusta 
 
Sumukuivauksen viimeinen vaihe on kiinteän aineen erottaminen kantavasta kaasusta ja 
tämä tapahtuu tavallisesti syklonissa (Filková ym. 2006). Sitä fraktiota, joka erottuu 
tässä vaiheessa, kutsutaan syklonituotteeksi. Sitä tuotetta, joka jää kuivauskammioon, 
kutsutaan kammiotuotteeksi. Kammiotuote on tavallisesti paljon karkeampaa kuin 
syklonituote (Moran 2007). Lopullinen kuiva tuote on tavallisesti kammio- ja 
syklonituotteen seos. Syklonista kuivattu tuote menee keräysastiaan, josta se kerätään 
(Filková ym. 2006). Sykloneita ja keräysastioita on eri muotoisia, jolloin kuivaava 
kaasuvirta kulkee niissä eri tavalla, mikä vaikuttaa esimerkiksi siihen minkä kokoiset 
partikkelit päätyvät lopulta keräysastiaan. 
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2.4  Prosessiparametrien vaikutus 
 
Sumukuivaukseen valittavat prosessiparametrit vaikuttavat paljon sumukuivattavaan 
lopputuotteeseen. Säädettäviä parametreja ovat sisääntulolämpötila, liuoksen 
syöttönopeus, suuttimen ilmavirta ja kuivaavan kaasuvirran nopeus (aspiraattori). 
Monimutkaisemmaksi prosessin tekee se, että myös parametrien yhteisvaikutuksilla on 
erilaiset vaikutukset (Broadhead ym. 1994). Sen vuoksi sumukuivausta tutkittaessa 
käytetäänkin usein apuna systemaattista koesuunnittelua, jotta parametrien 
yhteisvaikutukset tulevat paremmin esiin. Jos parametreja tutkitaan yksittäin, 
parametrien yhteisvaikutus jää huomaamatta.   
Sisääntulolämpötila vaikuttaa veden haihtumiseen partikkeleista (Patel 2009). Mitä 
korkeampi on sisääntuloilman lämpötila, sitä nopeampaa on kosteuden haihtuminen, 
mutta raaka-aine on tällöin altistettu korkeammalle lämpötilalle, mikä voi muuttaa 
lämpöherkkien aineiden fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia. Ulosmenolämpötila 
on yhteydessä sisääntulolämpötilaan, mutta sitä ei voida suoraan säätää, koska myös 
muut tekijät vaikuttavat siihen (Broadhead ym. 1994). Ulosmenolämpötila kontrolloi 
lopullisen tuotteen kosteuspitoisuutta ja lämpötilaa. Ulosmenolämpötila vaikuttaa 
enemmän lämpöherkän materiaalin rakenteen säilymiseen prosessin aikana kuin 
sisääntulolämpötila. 
Liuoksen syöttönopeus vaikuttaa myös ulosmenolämpötilaan (Broadhead ym. 1994). 
Liuoksen syöttönopeuden pienentäminen nostaa ulosmenolämpötilaa. Liuoksen 
syöttönopeudella ei välttämättä itsenäisenä parametrina ole suurta vaikutusta, mutta 
yhteisvaikutuksena sisääntulolämpötilan kanssa sillä on vaikutus lämpöherkän 
materiaalin kestävyyteen kuivauksen aikana. Lämpöherkkä materiaali kestää paljon 
huonommin, kun nostetaan sisääntulolämpötilaa liuoksen syöttönopeuden ollessa 
alhainen. Tämä johtuu todennäköisesti siitä, että nämä kaksi parametria yhdessä 
kontrolloivat ulostulolämpötilaa. Toisaalta taas alhainen liuoksen syöttönopeus yhdessä 
korkean sisääntulolämpötilan kanssa voivat parantaa saantoa, koska tällöin partikkelit 
ehtivät kuivua hyvin. Lisäksi liuoksen syöttönopeus vaikuttaa eniten prosessin kestoon. 
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Jos kuivattava materiaali on todella viskoosia tai lietettä, täytyy liuoksen 
syöttönopeuden olla tarpeeksi alhainen että prosessi onnistuu.   
Suuttimen ilmavirta (l/h) vaikuttaa lopputuotteen partikkelikokoon ja täten myös 
kuivumiseen, koska pienet pisarat kuivuvat nopeammin ja täydellisemmin (Patel ym. 
2009). Mitä suurempi suuttimen ilmavirta on, sitä pienempiä pisaroita muodostuu ja 
täten pienempiä partikkeleita. Tavoitteena on saada tarpeeksi pieniä partikkeleita, että 
ne kuivuvat, mutta liian pienet partikkelit taas voivat ylikuumentua ja joutua kuivaimen 
suodattimeen eikä niitä saada kerättyä. 
Aspiraattori on imuri, joka tuottaa sumukuivaimen läpi menevä kaasuvirran. 
Aspiraattorin teho vaikuttaa partikkelien kuivumiseen. Jos ilmavirta on suuri, partikkelit 
kohtaavat enemmän kuivausilmaa joka kuljettaa kosteutta pois partikkeleista, jolloin 
partikkelit kuivuvat paremmin. Kuivauskaasuna voidaan käyttää ilmaa tai jotakin muuta 
inerttiä kaasua, kuten typpeä. Typpeä käyttämällä voidaan ehkäistä herkkien aineiden 
hapettumista sumukuivausprosessin aikana. 
 
 
3  AMORFISUUS 
 
3.1  Kiinteän aineen olomuodot 
 
Kiinteä aine voi esiintyä kiteisessä tai amorfisessa olomuodossa. Kiteisessä aineessa 
atomit tai molekyylit ovat pakkautuneet tiiviisti toisiinsa nähden siten, että 
potentiaalienergia on minimi (Chang 1981). Kiteisessä aineessa atomit muodostavat 
säännöllisen rakenteen, eli kidehilan. Kidehila on kolmiulotteinen järjestelmä, jossa 
jokaisella pisteellä on tietty ympäristö ja kaikki pisteet joilla on sama ympäristö, ovat 
täysin samanarvoisia. Kidehila voidaan jakaa toistuviin osiin eli alkeiskooppeihin. 
Kidemuotoja on erilaisia ja jokaisella kidemuodolla on oma säännöllinen symmetrinen 
muotonsa. Yhdellä aineella voi olla useita kidemuotoja. Kiteisellä aineella on 
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tyypillisesti terävä sulamispiste, eli se muuttuu nesteeksi tietyssä lämpötilassa. Saman 
aineen kiteisillä ja amorfisella muodolla on erilaiset fysikaaliset ominaisuudet.   
Amorfinen aine eroaa huomattavasti kiteisestä muodosta. Amorfisessa muodossa 
molekyylit eivät ole järjestäytyneet säännönmukaisesti, ja molekyylit ovat liikkuvampia 
kuin kiteisellä muodolla. Amorfisen aineen rakenne on epäsäännöllinen ja se muistuttaa 
lähinnä jähmettynyttä nestettä (Hancock ja Zografi 1997). Amorfisella aineella 
stabiilein kiinteä muoto on lasimainen rakenne, jollaisena se esiintyy lämpötilan ollessa 
aineen lasisiirtymälämpötilaa (Tg) alhaisempi. Amorfisella aineella ei kuitenkaan ole 
sulamispistettä, vaan lämmitettäessä materiaali pehmenee ja alkaa muuttua 
jäykkäliikkeiseksi nesteeksi, jolloin atomien välinen liikkuvuus on lisääntynyt ja niiden 
väliset sidokset heikentyneet. Lasisiirtymälämpötilan kohdalla aineen ominaisuudet 
kokevat huomattavan muutoksen. Kun lasisiirtymälämpötila ylittyy, amorfinen aine 
muuttaa muotoaan lasimaisesta jäykkäliikkeiseksi nesteeksi tai kumimaiseksi (Ahlneck 
ja Zografi 1990). Amorfisen aineen molekyylien välinen liike on hyvin hidasta, joten 
lasitila on lähes stabiili, vaikka amorfinen lasi on termodynaamisesti epävakaata 
(Hancock ym. 1995). Molekyylit ovat amorfisessa aineessa kuitenkin metastabiilissa 
tilassa verrattuna kiteiseen tilaan ja aine voi kiteytyä uudelleen tietyissä olosuhteissa 
(Hancock ja Zografi 1997). Kiteytyminen voi tapahtua esimerkiksi lääkkeen 
valmistuksen tai säilytyksen aikana. Lämpötila, jossa uudelleenkiteytyminen tapahtuu, 
on lasisiirtymälämpötilan ja sulamispisteen välissä (Ahlneck ja Zografi 1990). 
Uudelleenkiteytymiseen vaikuttaa lämpötilan lisäksi myös veden läsnäolo. Amorfisen 
aineen uudelleenkiteytymislämpötila alenee veden läsnä ollessa, koska vesi alentaa 
myös lasisiirtymälämpötilaa.  Amorfisella materiaalilla on kiteiseen verrattuna suurempi 
liukenemisnopeus, koska molekyyleissä on suurempi energia kuin kiteisellä 
materiaalilla ja molekyylit ovat liikkuvampia. Amorfinen materiaali on myös 
hygroskooppisempaa kuin kiteinen. Amorfinen aine ei kuitenkaan ole aina pelkästään 
amorfista, vaan partikkeleissa voi olla joskus pieniä kiteytyneitä kohtia, joita amorfinen 
materiaali ympäröi. 
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3.2  Lasisiirtymälämpötila ja sumukuivaus 
 
Sumukuivauksessa muodostuu yleisimmin amorfista jauhetta, jossa partikkelit ovat 
pieniä ja muodoltaan pyöreitä. Amorfisen aineen säilytys on kuitenkin vaikeaa, koska 
amorfinen tila on metastabiili ja sillä on taipumus kiteytyä uudelleen (Ahlneck ja 
Zografi 1990). Uudelleenkiteytyminen voi tuottaa ongelmia myös valmistusprosessin 
aikana.  Lämpötila-aluetta, jossa amorfisen aineen rakenne muuttuu radikaalisti, 
sanotaan lasisiirtymälämpötilaksi. Se ei ole mikään tietty lämpötila, vaan 
lämpötilavyöhyke, joka on aineille ominainen. Lisäksi vesi vaikuttaa 
lasisiirtymälämpötilaan alentamalla sitä.  
 
Sumutuskuivauksen aikana muodostunut jauhe pysyy lasimaisessa amorfisessa tilassa, 
mikäli jauheen lasisiirtymälämpötila (Tg) ei ylity.  Jos lasisiirtymälämpötila ylittyy 
sumutuskuivauksen aikana, amorfinen materiaali alkaa muuttaa muotoaan 
kumimaiseksi tai jäykkäliikkeiseksi nesteeksi (Hancock 1995). Kumimaiselle 
materiaalille on tyypillistä, että se alkaa tahmeutua, paakkuuntua tai kiteytyä, mikä 
tuottaa ongelmia sumukuivauksessa. Tahmeutuneet jauhepartikkelit voivat lisäksi 
tarttuvat toisiinsa kiinni ja muodostaa paakkuja ja tarttua laitteiston seinämiin, jolloin 
saanto pienenee ja laite saattaa tukkeutua (Yousefi ym. 2010). Tahmeutumislämpötila 
(sticky point) on yleensä noin 20 °C lasisiirtymälämpötilan yläpuolella, mutta 
tahmeutuminen alkaa näkyä yleensä jo 10 °C lasisiirtymälämpötilan yläpuolella 
(Bhandari ym. 1997). Koska tahmeutumislämpötilan pystyy ennustamaan 
lasisiirtymälämpötilan perusteella, on se mahdollista ottaa huomioon prosessia 
suunnitellessa. Sumutuskuivauksen olosuhteet voidaan optimoida siten, ettei 
materiaaliin kohdistuva lämpötila ylitä sen lasisiirtymälämpötilaa.  
 
3.3  Proteiinien stabilointi hiilihydraatilla 
 
Sumukuivauksessa yleinen ongelma on lääkeaineen herkkyys kosteudelle, lämpötilalle 
tai mekaaniselle rasitukselle. Kosteuden ja lämmön vaikutuksesta proteiinivalmisteiden 
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stabiiliuteen on paljon tutkimuksia (Maa ym. 1998). Proteiinien stabiiliudella 
tarkoitetaan sen yksilöllisen kemiallisen ja kolmiulotteisen rakenteen säilymistä 
äärimmäisissä olosuhteissa (Jaenicke 1991). Yleisesti proteiinien kemiallinen ja 
fysikaalinen stabiilius huononee lämpötilan noustessa ja kosteuden lisääntyessä 
säilytyksen aikana. Proteiinin konformaatio voi muuttua, jolloin sen biologinen 
aktiivisuus muuttuu. Proteiinit voivat myös aggregoitua prosessin aikana tai absorboitua 
laitteiden pintoihin (Lai ja Topp 1999). Proteiinivalmisteen fysikaaliset ominaisuudet 
taas vaikuttavat esimerkiksi partikkelikokoon, morfologiaan ja kidemuotoon, mitkä ovat 
myös tärkeitä formuloinnin ja säilytyksen kannalta. On siis tärkeää ymmärtää miten 
prosessiolosuhteet vaikuttavat valmisteen kosteuspitoisuuteen ja siten proteiinin 
kemialliseen ja fysikaaliseen stabiiliuteen. Sumukuivauskestävyyttä voidaan parantaa 
prosessiparametrien valitsemisen lisäksi lisäämällä kuivattavaan nesteeseen suoja-
aineeksi jokin apuaine, kuten hiilihydraatti.  
Proteiinien suojaamiseen on sumukuivauksessa yleisesti käytetty sokereita, koska ne 
muodostavat sumukuivatessa amorfisen rakenteen, joka suojaa sumukuivattavaa 
lääkeainetta. Tästä on olemassa runsaasti kirjallisuutta. Esimerkiksi Maa ym. (1998) 
saivat anti-IgE monoklonaalisen vasta-aineen säilymään huomattavasti paremmin 
käyttämällä trehaloosia ja mannitolia suoja-aineina sumukuivauksessa.  
 
3.4  Disakkaridit suoja-aineina 
 
Disakkaridien suojavaikutus sumukuivauksessa perustuu niiden amorfiseen 
rakenteeseen ja vain amorfisella muodolla on suojaava vaikutus (Millqvist-Fureby ym. 
1999). Amorfiset disakkaridit suojaavat proteiinia kuivumiselta. Mekanismista, jolla 
disakkaridit suojaavat kuivattavaa materiaalia on olemassa useita teorioita. Yksi teoria 
on lasisiirtymälämpötilaan ja amorfisen aineen lasimaiseen rakenteeseen perustuva. 
Teorioita on esitelty useissa eri tutkimuksissa (Patist ja Zoerb 2005). Tämän teorian 
mukaan vetysidokset, joita proteiini muodostaa liuoksessa veden kanssa täytyy korvata 
uusilla vetysidoksilla kuivassa tilassa (Maa ym. 1997). Disakkaridit pystyvät 
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muodostamaan vetysidoksilla proteiinien ympärille tällaisen suojaavan kerroksen 
kuivauksen aikana, minkä avulla proteiini pystyy säilyttämään alkuperäisen rakenteensa.   
Toinen teoria perustuu siihen, että amorfisen aineen lasimainen matriksi sitoo 
molekyylitasolla niin hyvin proteiinin sisäänsä, että se estää proteiinia muuttamasta 
muotoa (Millqvist-Fureby ym. 1999). Matriksi immobilisoi proteiinin täysin, jolloin 
denaturoitumisen aikana tapahtuvat proteiinimolekyylien väliset relaksaatiot ja transitiot 
estyvät. Stabiloivaksi aineeksi sumukuivaukseen kannattaa valita disakkaridi, jolla on 
mahdollisimman korkea lasisiirtymälämpötila. Korkean lasisiirtymälämpötilan vuoksi 
jotkin disakkaridit toimivat paremmin suoja-aineina kuin toiset (Patist ja Zoerb 2005). 
Tämä ei kuitenkaan ole yksiselitteistä, koska esimerkiksi trehaloosin on todettu 
suojaavan proteiinia paremmin kuin jotkut disakkaridit joilla on sitä korkeampi 
lasisiirtymälämpötila. 
Dekstraani ja maltodekstiini taas ovat suuria polymeereja, eivätkä ne steerisen esteen 
vuoksi kykene muodostamaan vetysidoksia tehokkaasti, mutta ne pystyvät 
muodostamaan amorfisen matriksin ja niillä on korkea lasisiirtymälämpötila. 
Tutkimuksessa ne kykenivät suojaamaan proteiinia denaturoitumiselta (DePaz ym. 
2002). Patis ja Zoerb taas käyttivät tutkimuksessaan dekstraania ja 
hydroksietyylitärkkelystä (Patis ja Zoerb 2005). Kumpikin edellä mainituista yhdisteistä 
olivat hyviä lasin muodostajia, mutta eivät siltikään suojanneet proteiinia yhtä 
tehokkaasti kuin trehaloosi. Tämän perusteella pääteltiin, että lasin muodostuminen on 
proteiinin säilymisen kannalta välttämätöntä, mutta ei yksinään riitä suojaamaan sitä 
hyvin (Patist 2005).  
Disakkaridien ominaisuuksia on pyritty selittämään myös hiiliketjun vapaan pään ja 
sokerin välisillä interaktioilla sekä muilla molekyylitason ominaisuuksilla. Disakkaridit 
estävät vapaiden hiiliketjujen keskinäisen vuorovaikutuksen sitoutumalla itse vapaaseen 
kohtaan. Näin estyvät esimerkiksi fosfolipidien rakenteessa tapahtuvat faasimuutokset 
(Patis ja Zoerb 2005). Esimerkiksi trehaloosilla on kyky muodostaa vetysidoksia 
vapaiden hiiliketjujen kanssa. Veden poistuessa sumukuivauksessa hiiliketjujen päät 
jäävät vapaiksi, jolloin ne voivat sitoutua toisiinsa van der Waalsin voimilla, mikä 
aiheuttaa proteiinin aggregoitumista. Trehaloosi on osoittautunut todella hyväksi suoja-
aineeksi sumukuivauksessa. Tämä saattaa johtua myös trehaloosin tehokkaasta 
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vetysidoksen muodostuskyvystä. Paremman vetysidosten muodostuskyvyn on esitetty 
johtuvan useammasta eri seikasta. Yhtenä tekijänä on esitetty trehaloosin olevat 
rakenteeltaan joustavampi kuin muiden disakkaridien, joten trehaloosimolekyyli pystyy 
paremmin mukautumaan makromolekyylien, kuten proteiinien epäsäännöllisiin 
muotoihin. Suojausmekanismi siis ei ole yksiselitteinen ja on todennäköistä että se on 
hieman erilainen eri prosesseissa ja formulaatioissa. On esimerkiksi todettu, että 
proteiineja stabiloiva vaikutus on riippuvainen myös proteiinin koosta (Chang ym. 
2005). Mitä suurempi proteiini, sitä pienempi on sen pinta-ala suhteessa tilavuuteen, 
jolloin vetysidoksia muodostavia ryhmiä on siis vähemmän vapaana. Tällöin tarvitaan 
siis suhteessa pienempi määrä stabiloivaa disakkaridia, kuin käytettäessä pienempää 
proteiinia malliproteiinina. 
Proteiinin läsnäolo voi myös vaikuttaa hiilihydraatin kiteytymiseen (Heljo ym. 2010). 
Tutkimuksessa säilytettiin kuivattuja jauheita 90 päivää 45 °C:ssa. Kaikki jauheet joissa 
oli proteiinia, säilyivät amorfisena, kun taas puhdas hiilihydraatti oli kiteytynyt. 
Kiteytymistä ei esiintynyt edes silloin kuin proteiinin ja disakkaridin suhde oli 1:40, 
joten jopa pieni määrä proteiinia voi auttaa disakkaridia säilymään amorfisena 
säilytyksen aikana.   
 
3.4.1  Trehaloosi 
 
Trehaloosi on kahdesta glukoosiyksiköstä koostuva disakkaridi, jota esiintyy luonnossa 
(Kuva 5). Trehaloosin kemiallinen kaava on C12H22O11 ja moolimassa 342,30 g/mol. 
Sitä löytyy useista eläin- ja kasvisoluista ja sienistä (Patis ja Zoerb 2005). Trehaloosi 
pitää yllä solujen vesitasapainoa ja monet kasvit ja sienet tuottavat trehaloosia 
joutuessaan kuivumisen tai kylmän uhkaan, ja kestävät näin trehaloosin avulla 
paremmin vaikeita olosuhteita. Trehaloosia käytetään elintarvikkeena vähäkalorisissa 
valmisteissa makeutusaineena. Ihmisen ruoansulatuselimistö pystyy pilkkomaan 
trehaloosimolekyylin kahdeksi glukoosimolekyyliksi trehalaasientsyymin avulla. 
Maltoosi ja sakkaroosi ovat trehaloosin isomeereja. 
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Trehaloosilla on kolme tunnettua polymorfia: dihydraatti, sekä α- ja β-anhydraatit 
(Sussich 2001). α-anhydraatti ja dihydraatti muistuttavat rakenteellisesti hyvin paljon 
tosiaan. α-anhydraatti ei ole kovin stabiili ja muuttuu helposti dihydraatiksi. 
Verrattaessa trehaloosia muihin disakkarideihin on havaittu että se on kemiallisesti 
stabiili ja sillä ei ole hapettavia sivuryhmiä (Sussich 2001). Trehaloosilla on korkea 
lasisiirtymälämpötila (120 °C), minkä vuoksi trehaloosi säilyy suurimmalta osin 
amorfisessa muodossa vaikka käytettäisiin korkeita lämpötiloja ja korkeita 
kosteuspitoisuuksia. 
Trehaloosia on tutkittu paljon apuaineena sumukuivauksessa, ja sen ominaisuuksia 
tunnetaan suhteellisen hyvin. Ainakin vuonna 2004 oli markkinoilla yksi tratsumabia 
sisältävä kylmäkuivattu valmiste, jossa oli käytetty trehaloosia apuaineena (Schwegman 
ym. 2005).  
 
 
Kuva 5. d-(+)-trehaloosi dihydraatin rakenne (Xiaojian ja Mansour 2011) 
 
3.4.2  Melibioosi 
 
Melibioosi, eli 6-O-α-D-Galaktopyranosyli-D-glukoosi on disakkaridi, joka koostuu 
kahdesta monosakkaridista, galaktoosista ja glukoosista (Heljo ym. 2012). 
Melibioosissa galaktoosi ja glukoosi ovat kiinnittyneet toisiinsa alfa-sidoksella (Kuva 6). 
Melibioosin kemiallinen kaava on C12H22O11, moolimassa 342,30 g/mol, eli samat kuin 
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trehaloosilla. Melibioosi esiintyy luonnossa esimerkiksi hunajassa ja soijapavuissa. 
Ihminen ei tosin pysty hajottamaan melibioosia, koska ihmiseltä puuttu α-
galaktosidaasientsyymi, mikä voi aiheuttaa ruuansulatusoireita. Melibioosia on käytetty 
vähäkalorisena makeutusaineena ruuassa, sekä kosmetiikkateollisuudessa (Shigemura 
ym. 2009). Melibioosi esiintyy luonnossa yleensä raffinoituna muotona (Fletcher ja Diel 
1952; Heljo ym. 2012). Melibioosia voi valmistaa esimerkiksi tästä raffinodusta 
muodosta käyttämällä sitä hiivan kanssa tai hydrolysoimalla raffinoitua muotoa 
etikkahapolla. Melibioosia voidaan valmistaa myös synteettisesti glukoosista ja 
galaktoosista kondensaatioreaktiolla, käyttäen hyväksi Geobacillus thermocatenulatus 
bakteerikantaa, joka kykenee syntetisoimaan sokeria (Kazumasa ja Shinichi 2009).   
 
Kiteisenä melibioosi esiintyy kahtena polymorfina, α- ja β-melibioosina. Melibioosi 
esiintyy myös amorfisena muotona (Heljo ym. 2012). Polymorfit muodostavat myös 
kiteytyessään hydraatteja. α-melibioosi muodostaa monohydraatin ja β-melibioosi 
yleensä dihydraatin. Näillä polymorfeilla on erilaisia fysikaaliskemiallisia 
ominaisuuksia, esimerkiksi α-melibioosin sulamispiste on 179-181 °C, kun taas β-
melibioosin sulamispiste on huomattavasti alhaisempi 85-86 °C (Fletcher ja Diehl, 
1952). Molemmat polymorfit liukenevat hyvin veteen. Vapaana sokerina melibioosi 
esiintyy α- ja β-melibioosin yhdistelmänä.  
 
Melibioosi ei kestä yhtä hyvin korkeita lämpötiloja kuin trehaloosi. Melibioosille 
tapahtuu Maillardin reaktio lämmitettäessä, mikä rajoittaa sen käyttämistä 
farmaseuttisissa valmisteissa (Kato ym. 1989). Maillardin reaktio on sokerin 
karbonyyliryhmän ja aminoryhmän välinen reaktio. Tämä saattaa olla ongelma 
proteiinilääkkeiden valmistuksessa. Melibioosia ei myöskään ole paljon tutkittu 
lääkevalmisteiden apuaineena eikä sitä ole vielä täysin karakterisoitu eikä siitä ole tehty 
esimerkiksi toksikologisia tutkimuksia (Heljo 2010). Mutta esimerkiksi Heljon ym. 
tutkimuksessa melibioosi näytti toimivan hyvin proteiinin suoja-aineena 
kylmäkuivauksen ja säilytyksen aikana, joten se vaikuttaa lupaavalta apuaineelta. 
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Kuva 6. Melibioosimonohydraatin rakenne. (Heljo ym. 2012) 
 
 
4  PROTEIINIEN STABILOINTI 
 
 
Proteiinien rakenteen epästabiilius on ongelma joka, vaikeuttaa proteiinilääkkeiden 
valmistusta, säilytystä ja annostelua (Lai ja Topp 1999). Proteiini on herkkä sen 
ympäristössä tapahtuville muutoksille, minkä vuoksi sen rakenne herkästi muuttuu ja 
biologinen aktiivisuus häviää tai muuttuu. Proteiini on luonnollisessa tilassa 
vesiympäristössä, mutta säilytettäessä kuivaaminen parantaa proteiinin stabiiliutta. 
Tämän vuoksi proteiinilääkkeet kannattaa formuloida kuiva-aineiksi, jolloin ne ovat 
stabiilimpia ja säilyvyys paranee huomattavasti.  
 
Proteiinit muodostuvat aminohapoista, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa kovalenttisten 
peptidisidosten avulla. Tätä peptidisidosten myötä muodostuvaa aminohappojärjestystä 
kutsutaan proteiinin primäärirakenteeksi. Aminohappoketjun pituuden kasvaessa se 
alkaa muodostaa kierteitä ja säie- tai levymäisia rakenteita vetysidosten avulla, mitä 
kutsutaan proteiinin sekundäärirakenteeksi. Tertiäärirakenne kuvaa proteiinin 
kolmiulotteista rakennetta, joka on proteiinin tärkein ominaispiirre. Se muodostuu 
useiden sekundäärirakenteisten α-kierteiden ja β-laskosten muodostamasta 
kokonaisuudesta, kun ne muodostavat sidoksia toisiensa kanssa. Ketjujen hydrofobiset 
osat suuntautuvat vesiympäristössä sisäänpäin ja hydrofiiliset ulospäin, koska systeemi 
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pyrkii pienimpään mahdolliseen energiatilaan (Wang 1998). Tertiäärirakenne on stabiili 
ja proteiini saavuttaa tässä tilassa energiaminimin. Usein proteiineilla on lisäksi 
kvaternäärinen rakenne. Kvaternäärirakenteessa kaksi tai useampia polypeptidiketjuja 
on sitoutunut yhteen erilaisilla sidoksilla. Proteiinin biologinen aktiivisuus perustuu sen 
kolmiulotteiseen muotoon, joka muuttuu herkästi ulkopuolisten olosuhteiden, kuten 
lämpötilan, pH:n tai kosteuden vaikutuksesta ja tapahtuu proteiinin denaturoituminen. 
Denaturoitumisessa rakennehäiriö ulottuu usein proteiinin sekundääritasolle asti.   
 
4.1  Proteiinien denaturoituminen ja biologinen aktiivisuus 
  
Alkuperäisessä muodossaan proteiini on siis stabiili ja tilan muuttuminen epästabiiliksi 
tarvitsee ulkopuolista energiaa. Liuoksessa proteiinin denaturoituminen johtuu siitä, että 
liuottimen ja proteiinin molekyylien välinen interaktio on hallitsevampi kuin proteiinin 
sisäinen avaruudellisen rakenteen säilyttävä interaktio (Wang 1998). 
Denaturoitumisreaktio voi olla luonteeltaan palautuva tai palautumaton.   
Denaturoituminen on monivaiheinen reaktio, mutta reaktion välituotteet ovat erittäin 
epästabiileja eikä niiden olemassaoloa ole oikeastaan pystytty detektoimaan (Jaenicke 
1991). Reaktio voi kulkea molempiin suuntiin alkuperäisestä muodosta 
denaturoituneeseen ja päinvastoin.  
 
4.2  Lämpötilan vaikutus  
 
Proteiinien denaturoitumislämpötilalla tarkoitetaan lämpötilaa, jossa 50 % 
proteiinimolekyyleistä on denaturoituneena (Wang 1998). Yleensä 
denaturoitumislämpötila vaihtelee 40-80 °C välillä. Mitä korkeampi 
denaturoitumislämpötila proteiinilla on, sitä paremmin se kestää korkeita lämpötiloja. 
Hyvin lämpöä kestäviä proteiineja kutsutaan termofiilisiksi proteiineiksi, ja niiden 
denaturoitumislämpötila on noin 20-30 °C suurempi (Wang 1998). Termofiiliset 
proteiinit ovat rakenteeltaan hieman erilaisia. Niillä on usein parempi 
vetysidostenmuodostamiskyky, tiivis rakenne ja aminohappoketjujen hydrofobisempi 
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luonne. Näistä ominaisuuksista vetysidosten lisääntynyt muodostamiskyky proteiinien 
pinnalla näyttäisi olevan tärkein vaikuttaja lämmönsietokykyyn. Myös proteiinin 
sekundäärinen rakenne vaikuttaa termostabiiliuden kasvuun termofiilisillä proteiineilla. 
Korkea lämpötila voi aiheuttaa proteiineissa monenlaisia reaktioita, mm. deaminaatio, 
Maillardin reaktio, hapettuminen ja disulfidisidosten hajoaminen β-eliminaatiolla (Lai ja 
Topp 1999). Yleisesti korkea lämpötila lisää systeemin liikkuvuutta ja alentaa 
aktivaatioenergiaa.    
 
Myös lämpötilan lasku vaikuttaa proteiinien stabiiliuteen useilla mekanismeilla. 
Esimerkiksi kylmäkuivauksessa jäädytysvaiheessa vesi alkaa muodostaa jääkiteitä, ja 
kiteytyneen ja kiteytymättömän veden välille alkaa muodostua rajapintoja (Wang 1998). 
Proteiinit alkavat tällöin tarttua kiteiden pintaan ja niiden kolmiulotteinen rakenne alkaa 
muuttua, mistä seuraa proteiinien denaturoituminen. Kylmäkuivausta on kuitenkin 
käytetty paljon proteiinien kuivausmenetelmänä, mikä on toiminut suhteellisen hyvin 
(Heljo ym. 2010). Ongelmia onkin saattanut tulla kuivauksen jälkeen tuotteen 
säilytyksen aikana. 
 
4.3  Proteiinien aggregoituminen  
 
Proteiinien aggregaatio on tavallisin mekanismi proteiinien inaktivoitumiseen (Wang 
1998). Proteiinin ominaisuudet muuttuvat sen aggregoituessa, eli sen aktiivisuus 
vähenee tai lakkaa kokokaan, vesiliukoisuus huononee ja immunologiset ominaisuudet 
muuttuvat. Kuitenkin joissain tapauksissa proteiini näyttää myös pystyvän säilyttämään 
biologista aktiivisuutta aggregoitumisesta huolimatta (Chang ym. 1996). Changin ym. 
tutkimuksessa interleukiini-1-antagonisti aggregoitui kahdeksi aktiiviseksi muodoksi, 
kun sitä säilytettiin vesiliuoksessa. Säilytyksen aikana aggregaatit menettivät osan 
biologisesta aktiivisuudestaan, mutta 2/3 aktiivisuudesta säilyi. Aggregoitumisen 
vaikutus ei siis aina ole yksiselitteistä ja riippuu myös proteiinista ja 
valmistusprosessista. Aggregoitunut proteiini ei yleensä enää pysty palautumaan 
denaturoituneeseen ja sitä kautta biologisesti aktiiviseen muotoon, mutta joskus 
aggregoituminen voi olla luonteeltaan myös reversiibeliä eli palautuvaa. Proteiinin 
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rakenne vaikuttaa aggregaattien syntyyn ja niiden liukoisuuteen (Patro ja Przybycien 
1994). Proteiinien pinnan hydrofobisten osien suuri määrä verrattuna hydrofiilisiin lisää 
aggregaattien tiheyttä. Tällöin aggregaatti on vaikeampi liuottaa. Reversiibelit 
proteiiniaggregaatit ovatkin yleensä kidemäisiä ja niiden tiheys on pienempi (Patro ja 
Przybycien 1996). Kidemäinen rakenne tekee aggregaatista stabiilimman vesiliuoksessa, 
jolloin uudelleenliuotus on helpompaa. Proteiiniaggregaateissa voi olla kovalenttisia ja 
ei-kovalenttisia sidoksia, joista kovalenttiset ovat pysyvämpiä (Wang 1998). 
Proteiinien aggregoitumiseen vaikuttavat myös monet fysikaaliset tekijät, joita tulee 
vastaan proteiinilääkkeen valmistusprosessissa. Näitä tekijöitä ovat mm. korkea 
lämpötila, valmistus- ja säilytysaika, pH, vesi sekä rajapintojen vaikutus proteiineihin. 
 
4.4  Lääkeproteiinit sumukuivauksessa 
 
Lääkeproteiineihin kohdistuvan kasvavan kiinnostuksen takia proteiinien 
sumukuivausta ja myös muita valmistusmenetelmiä on tutkittu paljon (Stelios ym. 
1998). Sumukuivauksen etuna verrattuna muihin valmistusmenetelmiin on mm. pieni 
partikkelikokojakauma ja menetelmän energiatehokkuus, nopeus ja pienet kustannukset. 
Malliproteiineina sumukuivauksessa on käytetty mm. β-galaktosidaasia, trypsinogeenia, 
erilaisia vasta-aineita, insuliinia ja kasvuhormonia. Yleisimmin proteiinien 
sumukuivauksessa käytetään apuaineina hiilihydraatteja. Tutkimuksissa 
sumukuivaukset tehtiin vaihtelemalla prosessiparametreja sekä kuivattavaa 
proteiiniformulaatiota. Yleistä oli vaihdella proteiinin ja hiilihydraatin määrää suhteessa 
toisiinsa. Lisäksi käytettiin eri hiilihydraattien yhdistelmiä suoja-aineina. 
  
Stelios ym. (1998) tutkivat sumukuivausta käyttäen malliproteiinina trypsinogeenia ja 
stabiloivana aineena sakkaroosia. Tutkimuksessa todettiin että pienikin sakkaroosimäärä 
suhteessa proteiinin määrään (0,25:1) stabiloi proteiinia, mutta suhteellisen 
sakkaroosimäärän kasvaessa stabilointikyky paranee. Sakkaroosi esti proteiinin 
aggregoitumista prosessin aikana ja esti sen rakenteen muuttumista.  
Vasiljevic ja Jelen (2003) olivat tutkimuksessaan kuivanneet β-galaktosidaasia 
sumukuivauksella ja kylmäkuivauksella sekä tutkineet säilytyksen vaikutusta proteiiniin. 
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Sumukuivauksessa käytettiin kolmea eri kuivauslämpötilaa (40, 50 ja 60 °C). 
Stabilisaattoreina käytettiin sellobioosia, sakkaroosia ja laktoosia 5 ja 10% 
konsentraatioina, joista sakkaroosi ja laktoosi osoittautuivat tehokkaammiksi suoja-
aineiksi sumukuivauksessa kuin sellobioosi. Laktoosi oli tehokkaampi stabilisaattori 5% 
konsentraatiolla, mutta 10% konsentraatiolla laktoosi ja sakkaroosi olivat yhtä 
tehokkaita. Säilytyksen aikana (7 ja 30 päivää) matalammassa lämpötilassa kuivatut 
jauheet säilyivät huomattavasti huonommin aktiivisena kuin korkeammassa 
lämpötilassa kuivatut. Tämä johtui todennäköisesti siitä, että matalammissa 
lämpötiloissa kuivatuissa jauheissa vesipitoisuudet ovat suurempia. Korkeammassa 
lämpötilassa (60 °C) sumukuivattu ja kylmäkuivattu formulaatio säilyttivät hyvin 
aktiivisuutensa 30 päivän säilytyksessä.  
 
Broadhead ym. (1994) tutkivat eri prosessiparametrien ja formulaatioparametrien 
vaikutusta lopputuotteeseen käyttäen malliproteiinina β-galaktosidaasia. Tärkeimpiä 
tutkittavia vasteita olivat saanto, proteiinin aktiivisuuden säilyminen, kosteuspitoisuus 
ja partikkelikoko ja muoto. Tutkimuksen mukaan prosessiparametreilla oli suuri 
vaikutus proteiinin aktiivisuuteen ja saantoon. Parhaat saannot saatiin korkeilla 
sumukuivauslämpötiloilla, jolloin taas proteiinin aktiivisuus säilyi huonoiten. Suoja-
aineina käytettiin neljää eri ainetta: mannitolia, sakkaroosia, arginiinihydrokloridia ja 
trehaloosia. Näistä trehaloosi osoittautui parhaaksi stabilisaattoriksi ja se valittiin 
lopulliseen tutkimukseen malliaineeksi. Trehaloosi pystyi stabiloimaan β-
galaktosidaasia jopa yli 20 °C korkeammassa lämpötilassa kuin sakkaroosi ja 
arginiinihydrokloridi. Lopullinen formulaatio sisälsi 10 % (w/w) trehaloosia ja 6 % 
(w/w) β-galaktosidaasia. Tällä formulaatiolla tutkittiin prosessiparametrien vaikutusta 
lopputuotteeseen. Tuloksena saatiin mm. että alhainen liuoksen syöttönopeus ja korkea 
lämpötila suurentaa saantoa. Korkea lämpötila taas huonontaa proteiinin aktiivisuutta, 
eli pitäisi löytää sopiva tasapaino, jolloin saataisiin riittävä saanto ja samalla proteiini 
säilyisi hyvin aktiivisena. Lämpötila näytti olevan ainoa prosessiparametri jolla oli 
tilastollisesti merkittävää vaikutusta proteiinin aktiivisuuteen ja kosteuspitoisuuteen.   
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5  SUMUKUIVATUN TUOTTEEN KARAKTERISOINTIMENETELMIÄ 
 
Sumukuivauksessa aineen muuttuessa kiteisestä amorfiseksi, voidaan sen fysikaalisissa 
ominaisuuksissa, kuten lämpökapasiteetissa, röntgendiffraktiossa ja partikkelikoossa 
havaita muutoksia. Näiden fysikaalisten ominaisuuksien tutkimiseen voidaan käyttää 
monia menetelmiä, joilla voidaan suorasti tai epäsuorasti osoittaa kiteisen aineen 
muuttuminen amorfiseksi (Hancock ja Zografi 1997).  
 
5.1  Fourier-muunnos infrapunaspektroskopia FT-IR 
 
Fourier-muunnos infrapunaspektroskopiaa (Fourier transform infrared spectroscopy, 
FT-IR) käytetään yhdisteiden kemiallisten rakenteiden karakterisointiin. FT-IR 
spektroskopialla pystytään mittaamaan tiettyjen funktionaalisten ryhmien 
infrapunasäteilyn absorptio, minkä perusteella se piirtää näytteen infrapuna-säteilyn 
absorptiospektrin (Shah ym. 2006). Menetelmän avulla pystytään tutkimaan esimerkiksi 
proteiinin konformaatiossa tapahtuvia muutoksia. Menetelmä perustuu 
infrapunasäteilyn aikaansaamaan molekyylien sidosten värähtelyyn (Van De Weert ym. 
2005). Molekyylissä olevat atomit värähtelevät aina suhteessa toisiinsa, jolloin atomien 
väliset sidokset taipuvat ja venyvät. Kun molekyyliin kohdistetaan infrapunasäteilyllä, 
molekyyli virittyy ylemmälle energiatasolle ja värähtelee, mikä pystytään detektoimaan. 
Yleisimmin käytetty aallonpituusalue FT-IR menetelmässä on 400-4000 cm
-1
. 
Molekyylin sidokset absorboivat infrapunasäteilyä tietyllä energialla, joten jokaisella 
yhdisteellä on yksilöllinen IR-spektri, jonka perusteella funktionaalisia ryhmiä voidaan 
tunnistaa. Näytteen koostumus voidaan siten määrittää spektrin avulla. Menetelmä sopii 
hyvin esimerkiksi proteiinien konformaation ja rakenteen selvitykseen.  
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5.2  Röntgendiffraktio (XRPD) 
 
Röntgendiffraktio on yleisin menetelmä tutkia aineen kiteisyyttä ja amorfisuutta (Yu 
2001). Röntgensäteilyn diffraktio kiteisestä aineesta on säännöllisempää kuin 
amorfisesta materiaalista, koska amorfisessa materiaalissa molekyylit eivät ole 
järjestäytyneenä kuten kiteisessä (Hancock ja Zografi 1997). Kiinteässä aineessa olevat 
molekyylit ja atomit muodostavat kidetasoja, joista aineeseen saapuva röntgensäteily 
diffraktoituu. Kiteinen aine sirottaa siihen kohdistettua röntgensäteilyä (Cullity 1987). 
Taipuneen (diffraktoituneen) säteilyn diffraktiokulma ja säteilyn voimakkuus antavat 
tietoa yhdensuuntaisten atomitasojen välisistä etäisyyksistä ja niissä olevien atomien 
tiheyksistä. Diffraktoituneen säteilyn intensiteetin maksimiarvot ilmenevät terävinä 
intensiteettihuippuina aineelle ominaisten kulmien kohdalla. Diffraktiomaksimi 
havaitaan kulmassa 2θ, kun aallonpituudella λ ja tulokulmalla θ näytteeseen saapuva 
röntgensäteily törmää näytteen pinnan suuntaisiin atomitasoihin joilla on tietty 
välimatka d. Havaintokulma on riippuvainen aallonpituudesta ja atomitasojen välisestä 
etäisyydestä Braggin yhtälön mukaisesti (kaava 1). Mittauksen aikana sekä näyte että 
säteilynilmaisin kiertävät akselin ympäri ja säteilynilmaisimen avulla näytteestä 
sironneet diffraktiointensiteetit rekisteröidään. Menetelmän perustana on θ -2θ –rotaatio, 
missä näyte kääntyy kulman θ ja ilmaisin siirtyy samanaikaisesti 2θ. Sirontaintensiteetit 
tulostetaan kiertokulman 2θ funktiona. 
 
   2d sin θ = λ                                (1) 
 
Kiinteän aineen atomien ja molekyylien muodostaman kidehilan järjestäytyneisyys 
(kiteisyysaste) voi vaihdella. Aine voi olla esimerkiksi hyvin kiteytynyt (järjestäytynyt 
kidehila) tai amorfinen (järjestäytymätön rakenne). Kiteisyysasteen muutokset voidaan 
todeta röntgendiffraktogrammien intensiteettitasojen muutoksista. Kiteisyysasteen 
alentuessa taustasäteily kasvaa ja intensiteettimaksimien korkeus alenee. 
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Kiinteä aine voi kiteytyä useaksi kidemuodoksi. Ilmiötä kutsutaan polymorfiaksi. 
Kidemuodolla tarkoitetaan aineen atomien ja molekyylien tapaa muodostaa 
järjestäytynyt rakenne eli kidehila. Aineen kidemuotoero on mahdollista havaita 
röntgendiffraktogrammista, jolloin intensiteettimaksimit ovat eri paikoissa. 
 
 5.3  Erotteleva pyyhkäisykalorimetri (DSC) 
 
Termoanalyyttisiä menetelmiä käytetään paljon farmaseuttisten materiaalien 
karakterisoinnissa (Shah ym. 2006). Erotteleva pyyhkäisykalorimetri (differential 
scanning calorimetry, DSC) menetelmällä määritetään apuaineiden tai lääkeaineiden 
termodynaamisia muutoksia, kuten sulamispistettä, kiteytymistä, lämpökapasiteettia tai 
amorfisen aineen lasisiirtymälämpötilaa (Kuva 7). DSC-menetelmää voidaan siis 
hyödyntää amorfisten materiaalien karakterisoinnissa, kun aineen ominaisuuksista 
saadaan tietoa tutkimalla sen lämpökäyttäytymistä. Lasisiirtymälämpötilan mittaamisen 
lisäksi termoanalyyttisillä menetelmillä voidaan saada aikaan amorfisen aineen 
kiteytyminen lämmittämällä näytettä. Kiteytymisessä tapahtuva eksotermisen 
muutoksen perusteella voidaan ennustaa aineen kiteytymisastetta (Hancock ja Zografi 
1997).  
DSC-menetelmässä käytetään vertailupannuna tyhjää pannua. Termodynaamisen 
muutoksen vuoksi näytepannun ja vertailupannun välille syntyy lämpötilaero. Laite 
mittaa tämän lämpötilaeron tasoittamiseen tarvittavan lämpöenergian ja piirtää sen 
perusteella kuvaajan josta nähdään tutkittavan aineen lämpökäyttäytyminen.  
Kiteisen materiaalin lämpökapasiteetti on pienempi kuin amorfisen materiaalin. Muutos 
siinä kuinka nopeasti lämpökapasiteetti muuttuu, määrittelee aineen 
lasisiirtymälämpötilan (Shah ym. 2006). DSC:llä voidaan määrittää entalpiamuutokset, 
jotka tapahtuvat kun lasimainen materiaali muuttuu lämmittäessä metastabiiliksi 
alijäähtyneeksi nesteeksi.  
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Kuva 7. Teoreettinen kuva DSC:llä mitattavista tapahtumista. Tg = lasisiirtymälämpötila 
(glass transition temperature), Tc = uudelleenkiteytymislämpötila (recrystallization 
temperature) ja Tm = sulamislämpötila (melting temperature). ∆Hc ja ∆Hf = 
entalpiamuutoksia uudelleenkiteytymisen ja sulamisen aikana. Endotermiset muutokset 
näkyvät kuvaajassa alaspäin menevinä piikkeinä (Clas ym 1999). 
  
5.4  Karl Fischer-titraus 
 
Karl Fischer-titrausta käytetään määrittämään vedelle herkkien materiaalien 
kosteuspitoisuutta (MacLeod 1998). Menetelmän etuna on, että sen avulla voidaan 
mitata materiaalin kokonaiskosteus. Karl Fischer-titraus on volumetrinen tai 
kulometrinen titraus menetelmä. Molemmat menetelmät perustuvat samaan 
kemialliseen reaktioon. Volumetrisessa mittauksessa jodi mitataan liuokseen byretistä, 
ja kulometrisessa mittauksessa jodi tuotetaan sähkökemiallisesti jodidista. Detektori 
havaitsee päätepisteen liuoksen sähköjohtavuuden muutoksen perusteella. 
Sähkönjohtokyky muuttuu, kun titrantissa oleva jodi reagoi veden kanssa ja syntyy 
ionisoitunut reaktiotuote. Karl Fischer-titrauksen voi suorittaa joko proottisella tai 
aproottisella liuoksella. Titrauksessa proottisena liuoksena käytetään alkoholia, 
useimmiten metanolia. Reaktio proottisissa olosuhteissa: 
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  2ROH + SO2 → RSO3
- 
+ ROH2
+   
                                       (2)     
  B + RSO3
- 
+ ROH2
+ ↔ BH+SO4R
-
 + ROH                          (3) 
  H2O + I2 + BH
+
SO3R
-
 + 2B → BH+SO4R
- 
+ 2BHI             (4) 
 
Titrauksessa tapahtuu useita kemiallisia reaktioita. Ensimmäisessä reaktiossa 
rikkidioksidi reagoi alkoholin kanssa muodostaen alkyylisulfaattia (kaava 2). 
Viimeisessä reaktiovaiheessa jodia lisätään titrausnesteeseen, jolloin jodi veden 
läsnäollessa muuttuu jodidiksi (kaava 4). Reaktion stoikiometria on 1:1 (H2O : I2). 
Titrauksessa käytetään myös puskuriliuosta säätämään pH:a. Karl Fischer-titrausta 
voidaan tehdä myös aproottisella liuottimella (kaava 5): 
 
  2H2O + SO2 + I2 → H2SO4 + 2HI                                    (5) 
  
Veden määrä näytteessä lasketaan volumetrisesti mittaamalla byretistä tulleen jodin 
määrä, jonka mukaan voidaan laskea näytteen veden määrä. Titrauksen päätepiste 
määritetään laitteessa olevien elektrodien avulla. Näytteessä oleva vesi aiheuttaa 
potentiaalieron elektrodien välille, joka nopeasti laskee kun jodia lisätään näytteeseen. 
Kulometrisessa menetelmässä vesi reagoi titrausreagenssin kanssa, joka koostuu jodista, 
rikkidioksidista, emäksestä ja metanolista. Reaktiossa jodi hapettuu ja veden määrä 
pystytään laskemaan jodin tuottamiseen kuluvista elektroneista. Karl-Fischer on 
suhteellisen tarkka menetelmä kosteuspitoisuuden mittaamiseen. Tämä on tärkeää 
tutkittaessa amorfisia aineita, koska vedellä on suuri vaikutus aineen ominaisuuksiin. 
Menetelmä on tarkka, koska se mittaa kaiken näytteessä olevan veden. 
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5.5  Pyyhkäisyelektronimikroskooppi (SEM) 
 
Pyyhkäisyelektronimikroskopiassa käytetään näkyvän valon sijasta elektronisuihkua. 
Elektronien aallonpituus on näkyvän valon aallonpituutta huomattavasti alhaisempi, 
joten resoluutio on parempi kuin tavallisessa valomikroskoopissa (Davis 2005).  Tämä 
mahdollistaa tavallista valomikroskooppia huomattavasti pienempien yksityiskohtien 
havaitsemisen. Mikroskoopin hehkulangasta irrotetut elektronit kiihdytetään 
sähkökentässä ja elektronisuihku kohdistetaan näytteen pintaan. Kuva muodostuu, kun 
elektronisuihkua poikkeutetaan x- ja y-akselin suunnissa samassa tahdissa näytön 
katodisädeputken kanssa. Katodisädeputken kirkkautta säädetään samanaikaisesti 
ilmaisimelta tulevalla signaalilla. Kuva muodostetaan näyttöruudulle elektroneista, jotka 
irtoavat tai heijastuvat näytteen pinnasta. Tällä menetelmällä saadaan pintakuva, joka 
näyttää pinnan muodot hyvin yksityiskohtaisesti. 
 
Pyyhkäisyelektronimikroskoopin elektronisuihku muodostetaan mikroskoopin 
elektronitykissä. Tykin sisällä ja mikroskoopin sisäosissa on tyhjiö. Tykin sisällä on 
hehkulanka, josta elektronit irrotetaan korkean jännitteen (20-1000 kV) avulla. 
Kiihdytetyt elektronit ohjataan mikroskoopin optiseen järjestelmään, joka koostuu 
sähkömagneettilinsseistä ja apertuureista. Elektronisuihku käyttäytyy kuten 
hiukkassuihku ja sitä voidaan fokusoida ja poikkeuttaa magneettilinssien avulla. 
SEM:in resoluutiota voidaan parantaa lisäämällä jännitettä, jolla elektronit kiihdytetään. 
Korkea jännite voi kuitenkin aiheuttaa näytteen varautumista, mikä haittaa kuvan laatua. 
Resoluutiota voidaan parantaa myös muuttamalla skannausnopeutta, pyyhkäisyalueen 
kokoa tai etäisyyttä.  
Pyyhkäisyelektronimikroskoopilla voidaan tutkia partikkeleiden kokoa, muotoa ja 
morfologiaa. Menetelmää voidaan käyttää myös karkeasti arvioimaan 
partikkelikokojakaumaa.  
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5.6  UV-spektroskopia 
 
UV-spektroskopia perustuu mitattavan aineen UV-absorbanssiin, kun tutkittava aine 
absorboi valoa, jolloin se ei saavuta spektrofotometrin detektoria (Lipkinski 2003). 
Spektrofotometrillä mitataan näytteeseen tuleva ja sen läpi kulkeneen säteilyn 
intensiteettien suhde aallonpituuden funktiona. UV-spektrofotometrin tärkeimmät osat 
ovat valonlähde, monokromaattori, näytteen pidike ja valodetektori. UV-lamppu emittoi 
säteilyä näytteeseen ja detektori mittaa näytteen läpi tulleen valon. UV-
spektrofotometriä voidaan käyttää mittaamaan proteiinin pitoisuus käyttämällä 280 nm 
aallonpituutta (Heljo ym. 2010) 
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II  KOKEELLINEN OSA 
 
 
6  TUTKIMUKSEN TAVOITE 
 
Tämän työn tavoitteena oli tutkia proteiinien stabiiliutta sumukuivauksen aikana ja 
sumukuivatun jauheen säilytyksen jälkeen sekä suoja-aineena käytettävien trehaloosin 
ja melibioosin fysikaalisia ominaisuuksia. Näitä haluttiin tutkia, koska sumukuivausta 
pidetään lupaavana menetelmänä, mutta siinä on tiettyjä ongelmia joita ei ole vielä 
täysin pystytty ratkaisemaan, kuten huono saanto ja proteiinien mahdollinen 
inaktivoituminen prosessin aikana. Lisäksi melibioosia ei ole juurikaan käytetty 
sumukuivauksessa, mutta se on ominaisuuksiltaan sellaista että sen voisi olettaa siihen 
sopivan lääkevalmisteiden apuaineeksi, minkä vuoksi sitä kannattaa tutkia. Lisäksi 
tavoitteena oli optimoida sumukuivausprosessin parametreja siten, että saanto olisi 
mahdollisimman hyvä, jauhe olisi mahdollisimman kuivaa ja malliproteiinina käytettävä 
β-galaktosidaasi säilyisi mahdollisimman hyvin aktiivisena. Kokeet malliproteiinilla 
tehtiin sumukuivaamalla β-galaktosidaasia ensin trehaloosin ja sitten melibioosin kanssa. 
Melibioosi otettiin mukaan tutkimukseen, koska sitä ei ole paljon tutkittu 
sumukuivauksessa.  
 
 
7  MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
7.1  Materiaalit 
 
Malliproteiinina käytettiin β-galaktosidaasia (Lactase DS, Amani Enzyme inc, Nagoya 
Japan). Apuaineina käytettiin D-(+)-Trehaloosidihydraattia C12H22O112H2O, (Sigma life 
science, USA), sekä  melibioosia > 98% HPLC, C12H22O11 (Sigma-Aldrich, USA).  
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Kontrolliaineina sumukuivauksessa käytettiin myös maltodekstriiniä Maltrin® (GPC, 
USA) ja erytritolia, 1,2,3,4-Butanetetrol (Sigma Chemical, USA). 
 
7.2  Puskuriliuokset 
 
Puskuriliuoksia käytettiin entsyymiaktiivisuustestissä reagensseina. Fosfaatti-sitraatti-
puskuri (20mM) valmistettiin Sigman ohjeen mukaan vedettömästä natriumfosfaatista 
(Sigma Chemical, St Louis USA) ja sitruunahaposta (USP, Hawkins inc. 
Pharmaceutical group, Minneapolis USA) siten, että natriumfosfaatiliuoksen pH 
säädettiin sitruunahappoliuoksen avulla pH 4,5.  
Boraattipuskuri (200 mM) valmistettiin boorihaposta säätämällä pH:ksi 9,8 
natriumhydroksidin (1 M)  avulla.  
Kolmanneksi reagenssiksi entsyymiaktiivisuustestiin tarvittiin o-nitrofenyyli-β-D-
galaktopyranosidia (10 mM). ONPG-liuos valmistettiin liuottamalle tislattuun veteen 
(Millipore) o-nitrofenyyli-β-D-galaktopyranosidia (Sigma, Product of Switzerland).  
 
7.3  Menetelmät 
 
7.3.1  Proteiinin puhdistus ja sumukuivattavien liuosten valmistus 
 
β-galaktosidaasi sekoitettiin apuaineisiin suhteessa 100 mg β-galaktosidaasi-jauhetta ja 
10 g apuainetta (1:100) ja liuotettiin ad 100 ml tislattuun veteen. β-galaktosidaasi 
haluttiin puhdistaa ennen tutkimuksia, koska proteiinijauhe sisältää suoloja ja muita 
epäpuhtauksia, jotka saattavat vaikuttaa tutkimustuloksiin. Jos proteiinia ei puhdisteta, 
proteiinin todellista määrää sumukuivattavassa liuoksessa on mahdoton tietää. 
Proteiinimäärä joka ajossa haluttiin suunnilleen samaksi. Täsmälleen samaksi sitä ei 
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saatu, koska puhdistuksessa ja suodatuksessa osa proteiinista hävisi koska se tarttui 
välineiden pintoihin. 
Proteiinin puhdistukseen käytettiin PD-10 Desalting kolonneja, jotka suunniteltu 
proteiinien ja muiden suurien biomolekyylien (>5000 Mr) puhdistukseen. Kolonni 
erottelee suolat ja epäpuhtaudet proteiineista koon perusteella. Kolonneja voi käyttää 
kahdella menetelmällä, ja tässä tutkimuksessa käytettiin painovoimaan perustuvaa 
menetelmää. Tässä menetelmässä kolonniin kaadetaan ensin 25 ml huuhteluliuosta, 
esimerkiksi tislattua vettä, jotta kolonni puhdistuu säilytysliuoksesta. Sen jälkeen 
kolonniin kaadetaan 2,5 ml puhdistettavaa proteiiniliuosta. Tässä vaiheessa proteiini jää 
kolonniin, ja kolonnista ulos tuleva neste ei sisällä proteiinia. Sen jälkeen kolonniin 
kaadetaan 3,5 ml tislattua vettä, jolloin proteiini irtoaa kolonnista ja ulos tuleva neste 
kerätään talteen. Yhdestä kolonnista saadaan siis 3,5 ml proteiiniliuosta.  
Yhtä sumukuivausajoa varten punnittiin 100 mg β-galaktosidaasi-jauhetta ja se 
liuotettiin 2,5 millilitraan tislattua vettä, eli saatiin 40 mg/ml proteiinijauheliuos. Näin 
tehtiin sen vuoksi, että yhdellä kolonnilla pystyi puhdistamaan kerralla 2,5 ml 
proteiiniliuosta. β-galaktosidaasiliuos oli sameaa, joten se päätettiin vielä suodattaa 
ennen puhdistusta kolonnilla. Suodattamiseen käytettiin GHP Acrodisc 25 mm Syringe 
filter with 0,45 µm GHP Membrane (PALL Life Sciences), että suuremmat hiukkaset 
saatiin liuoksesta pois. Pitoisuus 40 mg/ml oli suurin pitoisuus, jolla β-
galaktosidaasiliuoksen pystyi suodattimella suodattamaan, koska suuremmilla 
pitoisuuksilla suodatin tukkeutui välittömästi. Suodatuksen jälkeen samea proteiiniliuos 
muuttui kirkkaaksi. Lopuksi määritettiin valmiin ajoliuoksen proteiinipitoisuus UV-
spektrofotometrillä. 
 
7.3.2  Sumukuivaus 
 
Sumutuskuivaus tehtiin Büchi Mini Spray Dryer B-290 laitteistolla (Kuva 8). Ennen 
sumutuskuivauksen aloittamista sumutuskuivauslaitteisto  esilämmitettiin haluttuun 
lämpötilaan (sisääntulolämpötila 100-200 °C). Prosessiparametrejä vaihdeltiin siten, että 
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sisääntulolämpötila vaihteli 100-200 °C välillä, liuoksen syöttönopeus 2-8 ml/min 
välillä, ja suuttimen ilmavirran nopeus 500-800 l/h välillä. Suuttimen ilmavirran 
nopeudella tarkoitetaan ilmavirtaa, jonka avulla säädellään millä paineella ajoliuos 
sumutetaan. Aspiraattoria vaihdeltiin 80-100% välillä. Aspiraattorilla tarkoitetaan imua, 
joka saa kuivauskaasun kulkemaan laitteiston läpi.  
Sumukuivauksen jälkeen jauhe kerättiin keräysastiasta ja syklonin pohjasta. Kaikki 
jauhe otettiin talteen. Tämän jälkeen laite pestiin ja laitettiin kuivumaan. Kuivatusta 
jauheesta mitattiin saanto, vesiaktiivisuus (n=3) ja tehtiin DSC-analyysi. Nämä tehtiin 
heti näytteen valmistuttua. Sen jälkeen näyte säilöttiin eksikaattoriin, jossa oli noin 18% 
suhteellinen ilmankosteus. Näytteet kerättiin lasipulloihin jotka suljettiin kumitulpilla. 
Näytteistä otettiin myöhemmin XRPD-diffraktogrammit ja SEM-kuvat. Sumukuivattuja 
näytteitä säilytettiin 3, 7 ja 30 päivää huoneenlämmössä ja 40°C:ssa 18 % suhteellisessa 
ilmankosteudessa. 
Sumukuivaimeen kokeiltiin erilaisia suuttimen tiivisteitä, mutta tämä ei oikeastaan 
auttanut tulosten parantamiseen, vaan ajoja epäonnistui säännöllisesti. Epäonnistuneet 
ajot olivat sellaisia, joissa jauhetta ei tullut ollenkaan keräysastiaan ja se kovettui 
sumukuivaimen seiniin. Myös erilaisia letkuja liuoksen syöttämiseen kokeiltiin, mutta 
tällä ei näyttänyt olevan vaikutusta kuivauksen onnistumiseen. Tämän vuoksi 
syöttöletkuksi valittiin koneen standardi syöttöletku.  
Sumukuivaimeen vaihdettiin suodatin joka neljäs ajo ja suutin vaihdettiin esikokeiden 
jälkeen. Myös sumukuivaimen liitoskohdat teipattiin tai tukittiin parafilmillä, jotta laite 
olisi ollut mahdollisimman tiivis.  
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Kuva 8. Mini Spray dryer B-290 Buchi. 
 
 
7.3.3  Esikokeet trehaloosilla 
 
Esikokeita varten valittiin kirjallisuuden perusteella sopivat prosessiparametrit. 
Prosessiparametrit valittiin myös sen perusteella, että vaihteluväli olisi mahdollisimman 
suuri, että vasteiden vaihtelu saataisiin kunnolla esiin. Aspiraattori vakioitiin 100 %:iin. 
Vaihtuvat parametrit olivat siis sisääntulolämpötila (Inlet T), ilmavirran nopeus (airflow) 
ja liuoksen syöttönopeus (feedrate). Esikokeet tehtiin pelkällä 10% trehaloosiliuoksella 
(50 ml/ajo). Kaikki muuttujat testattiin kahdella arvolla (minimi ja maksimi) ja 
keskipisteen toisto tehtiin kolme kertaa. Keskipisteet tehtiin kahtena eri päivänä. 
Kokeita oli siis yhteensä 2
3
 + 3 = 11. Kokeet satunnaistettiin Modde ver 3,0 Umetrics 
Sweden ohjelman avulla, ja tehtiin seuraavan taulukon mukaan (Taulukko 1). Sen 
jälkeen tulokset käsiteltiin Modde-Umetrics ohjelmalla, joka tekee tuloksista 
polynomimallin, jonka pohjalta voidaan piirtää contour kuvaajat. Polynomimallia 
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modifioitiin (yksinkertaistettiin), jotta saatiin mallin ennustuskyky mahdollisimman 
korkeaksi.   
 
Taulukko 1. Trehaloosilla tehdyt esikokeet satunnaistettuna Modde Umetrics ohjelman 
avulla.  
Exp No Exp Name Run Order Incl/Excl InletT Airflow Feedrate 
1 N1 1 Incl 100 500 2 
10 N10 2 Incl 140 650 5 
12 N11 3 Incl 140 650 5 
6 N6 4 Incl 180 500 8 
4 N4 5 Incl 180 800 2 
9 N9 6 Incl 140 650 5 
8 N8 7 Incl 180 800 8 
5 N5 8 Incl 100 500 8 
7 N7 9 Incl 100 800 8 
3 N3 10 Incl 100 800 2 
2 N2 11 Incl 180 500 2 
Inlet T = sisääntulolämpötila (°C), airflow = suuttimen ilmavirta (l/h) ja feedrate = 
liuoksen syöttönopeus (ml/min). 
 
Ensin mitattiin laitteen liuoksen syöttönopeus, joka laitteessa on ilmoitetttu prosentteina. 
Syöttönopeus haluttiin muuttaa prosenteista ml/min arvoksi. Kokeet tehtiin 10% 
laktoosiliuoksella, ja myöhemmin 10% trehaloosiliuoksella. Mittaukset tehtiin 
mittalasin ja sekuntikellon avulla.  
Mittauksesta saatiin tulokseksi, että pumppu laktoosiliuoksella 4% vastaa 1,8 ml/min, 
pumppu 11% vastaa 4,8 ml/min ja laskennallisesti saatiin, että pumppu 18% vastaa 8 
ml/min. ml/min arvoja ei saanut lähemmäksi tasalukuja, koska esimerkiksi pumppu 5% 
antoi arvon 2,2 ml/min. Tulokset varmistettiin myöhemmin trehaloosin 10%:lla 
liuoksella. Kaikista mittauksista tehtiin kolme toistoa (n=3).  
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7.3.4  Kokeet malliproteiinilla  
 
Ajoliuoksen määrää kasvatettiin 100 millilitraan, jotta jauhetta saataisiin tarpeeksi 
analyyseja varten, koska esikokeissa pieni saanto oli välillä ongelma. Ajoliuokset tehtiin 
lisäämällä 10 % w/w disakkaridiliuokseen β-galaktosidaasia määrä, joka saatiin 100 
milligrammasta β-galaktosidaasijauhetta proteiinin suodatuksen ja puhdistuksen jälkeen. 
Puhtaan β-galaktosidaasin määrä ajoliuokssessa vaihteli käytännössä noin 30-45 
milligramman välillä. Määrää ei pystytty vakioimaan, koska suodattimeen ja 
puhdistuskolonniin jää aina vaihteleva määrä proteiinia, joka menee hukkaan. 
Malliproteiinikokeissa käytettiin apuaineena trehaloosia ja melibioosia.  
Malliproteiinilla tehtyjen kokeiden prosessiparametrit valittiin esikokeiden perusteella 
ja suunnittelussa käytettiin apuna systemaattista koesuunnittelua. Vaihtuviksi 
parametreiksi valittiin sisääntulolämpötila, suuttimen ilmavirran nopeus ja aspiraattori. 
Liuoksen syöttönopeus vakioitiin 5 ml/min, koska sillä oli esikokeiden perusteella 
vähiten merkitystä saantoon ja vesiaktiivisuuteen. 
Esikokeiden perusteella prosessiparametrit näyttivät olevan optimaalisemmat 
korkeammalla lämpötilalla ja suuremmalla ilmavirralla. Sen vuoksi varsinaisiin 
kokeisiin valittiin arvopisteiksi sisääntulolämpötila 140 °C ja 180 °C. Suuttimen 
ilmavirran nopeudeksi valittiin 500 l/h ja 800 l/h. Jatkotutkimuksiin päätettiin ottaa 
yhdeksi muuttujaksi vielä aspiraattori, koska sillä huomattiin olevan merkitystä 
saantoon ja kuivaustehoon. Aspiraattorin tehoiksi valittiin 80 % ja 100 %. Näistä tehtiin 
koekaavio 2
3
 + keskipisteiden toistot, ja ajot randomisoitiin Modde Umetrics-ohjelmalla. 
Kaikki ajot tehtiin ensin 10 % trehaloosiliuoksella ja β-galaktosidaasilla ja sen jälkeen 
samat ajot 10 % melibioosiliuoksella ja  β-galaktosidaasilla. 
Kokeet malliproteiinilla tehtiin käyttäen typpeä kuivauskaasuna. Typpi on oletettavasti 
parempi kuivauskaasu, koska typpi on inertimpi kuin happi, jota on normaalissa 
kuivausilmassa. Happi voi reagoida proteiinin kanssa, joten se voi vaikuttaa proteiinin 
aktiivisuuteen. Lisäksi normaalissa kuivausilmassa on enemmän kosteutta, mikä 
vaikuttaa myös lopputuotteen laatuun. 
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7.3.5  Röntgendiffraktio (XRPD) 
 
Sumukuivattujen jauheiden kiteisyyttä tutkittiin jauheröntgendiffraktometrillä (Bruker 
D8 Advance, Saksa). Tutkimuksessa sumukuivauttua jauhetta laitettiin metalliselle 
näytealustalle siten, että näytteeseen saatiin tasainen pinta. XRPD:ssä mittausalueen 
kulma oli 5-40º (2θ) ja mittausnopeus oli 0,1º sekunnissa. Mittauksissa käytettiin CuKα-
säteilyä (λ = 1,54 Å).  Kuivattujen jauheiden diffraktogrammeja verrattiin 
käsittelemättömän melibioosin ja trehaloosidihydraatin diffraktogrammeihin, jolloin 
kiteisen ja amorfisen aineen ero näkyi selkeästi kuvaajista. Trehaloosilla tehdyille 
esikokeille tehtiin kaikille XRPD-diffraktogrammi, mutta varsinaisissa kokeissa vain 
osalle (8x). Kaikista valituista näytteistä tehtiin yksi määritys (n=1). 
 
7.3.6  DSC ja lasisiirtymälämpötila 
 
Lasisiirtymälämpötilan määritys tehtiin DSC:llä (Differential scanning calorimeter 
DSC823e, Mettler_Toledo Inc, Sveitsi). Näytettä punnittiin noin 5 mg ja asetettiin 
alumiinipannuun. Mittaukset tehtiin rei’itetyillä ja umpinaisilla alumiinipannuilla, jotta 
nähtiin veden vaikutus lasisiirtymälämpötilaan.  
DSC:lle tehtiin ohjelma, jossa näytettä ensin stabiloidaan 25°C:ssa 3 minuuttia ja sen 
jälkeen näytettä lämmitetään 10 ºC minuutissa 200°C tai 250°C saakka riippuen 
näytteestä. Suojakaasuna käytettiin typpeä virtausnopeudella 50 ml/min. DSC ajot 
tehtiin kaikille näytteille heti sumukuivauksen jälkeen ja kaikista näytteistä tehtiin yksi 
ajo (n=1). DSC ajot tehtiin myös säilyvyyskokeissa kaikille näytteille. 
Lasisiirtymälämpötila määritettiin kuvaajista DSC-laitteen ohjelman avulla ja 
lasisiirtymistä käytettiin midpoint-arvoja. Ohjelman avulla pystyttiin määrittämään 
myös lasisiirtymän lämpötilaero ∆cp.  
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7.3.7  Pyyhkäisyelektronimikroskooppi (SEM)  
 
Pyyhkäisyelektronimikroskooppikuvat otettiin esikokeissa jokaisesta ajosta, ja 
varsinaisissa kokeissa valituista 12 ajosta Quanta FEG merkkisellä mikroskoopilla. 
Kuvat otettiin 500-, 2000-, 4000- ja 8000-kertaisilla suurennoksilla eri kohdista näytettä. 
Pieni määrä näytettä laitettiin näytealustoille kaksipuolisen teipin avulla 
mahdollisimman tasaisesti. Sen jälkeen näytteet päällystettiin ohuella platinakalvolla. 
Paine mittauksissa oli 5,74e
-4
 Pa, spot size 4 ja kuvat otettiin ETD detektorilla. 
 
7.3.8  Kosteuspitoisuus ja Karl Fischer-titraus  
 
Mittaukset suoritettiin volumetrisella Karl Fischer mittaus-laitteella (V30 Mettler 
Toledo, Sveitsi). Laite kalibroitiin ennen mittauksia tartraattijauheella. Näytettä 
punnittiin laitteeseen noin 200 mg ja se liuotettiin HYDRANAL® liuottimeen (Sigma-
Aldrich, USA), jolloin saatiin tulokseksi näytteessä olevan veden määrä (%). Jokaisesta 
näytteestä tehtiin yksi määritys (n=1). Valitettavasti tätä menetelmää voitiin käyttää 
vain muutamassa mittauksessa, koska laite oli suurimman osan tutkimuksen ajasta 
epäkunnossa. Sen asemesta kosteuspitoisuutta mitattiin Aqua Lab-merkkisellä 
vesiaktiivisuuden mittauslaitteella (Aqua Lab, ADAB Analytical Devices AB, 
Stockholm). 
 
7.3.9  FT-IR 
 
FT-IR-spektrien määritykseen käytettiin Vertex 70 FT-IR-laitetta (Bruker optics Gmbh, 
Saksa). Absorbanssi mitattiin välillä 500-4500 cm
-1
. Mittauksissa käytettiin ATR-
menetelmää, jossa tutkittava jauhe laitetaan prisman pinnalle. 
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7.4  β-galaktosidaasin pitoisuuden ja aktiivisuuden määritys 
 
Entsyymiaktiivisuustestiä varten mitattiin proteiinin pitoisuus UV spektrofotometrin 
(UV-1600PC Psectrophotometer, VWR) avulla. Kaikissa mittauksissa käytettiin 
kvartsikyvettejä.  Sumukuivatut näytteet liuotettiin veteen (100 mg/ 3 ml), minkä 
jälkeen absorbanssi mitattiin 280 nm aallonpituudella. Kaikista mittauksista tehtiin 
kolme toistoa (n=3). Mittausten keskiarvo jaettiin molaarisella absorptiviteetilla 1,749, 
jolla saatiin absorbansseista laskettua proteiinin pitoisuus (mg/ml). Molaarinen 
absorptiviteetti (e=epsilon280 = molar extinction coefficient) β-galaktosidaasille 
laskettiin ExPASy (SIB Bioinformatics Resource Portal) ProtParam työkalulla. Tulos 
varmennettiin rinnakkaisella BCA (bis-cinchinonic acid) testillä. Tämän jälkeen 
näytteet laimennettiin kaikki samaan pitoisuuteen entsyymiaktiivisuustestiä varten 
(0,005 mg/ml β-galaktosidaasia).  
 
7.5   Entsyymiaktiivisuustesti 
 
β-galaktosidaasin aktiivisuus mitattiin värireaktion avulla. Entsyymiaktiivisuustesti 
tehtiin Sigman ohjeiden mukaisesti. β-galaktosidaasia inkuboidaan 30 °C:ssa ONPG-
liuoksessa ja fosfaatti-sitraattipuskurissa 10 minuuttia. Sen jälkeen lisätään 
boraattipuskuria. β-galaktosidaasi on entsyymi, joka pilkkoo laktoosia glukoosiksi ja 
galaktoosiksi. O-nitrofenyyli-β-D-galaktopyranosidi (ONPG) on synteettinen molekyyli, 
joka muistuttaa rakenteellisesti laktoosia. ONPG toimii substraattina β-galaktosidaasille, 
joka hajottaa ONPG:n O-nitrofenoliksi ja -β-D-galaktopyranosidiksi. O-nitrofenoli on 
väriltään keltainen ja sen määrä voidaan mitata spektrofotometrillä. Keltainen väri 
absorboi 400-420 nm aallonpitoisuuksia, joten mittauksissa käytettiin 410 nm 
aallonpituutta. Kun värin syntyminen (absorbanssin intensiteetti) suhteutetaan 
reaktioaikaan, saadaan selville entsyymin aktiivisuus (aktiivisten b-galaktosidaasi 
molekyylien määrä liuoksessa, kun ONPG:tä on ylimäärin). 
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7.6  Säilyvyyskokeet 
 
Sumukuivatuille näytteille tehtiin säilyvyyskokeet. Säilytyksen jälkeen näytteistä 
tutkittiin proteiinin aktiivisuus, vesiaktiivisuus ja tehtiin DSC-ajo.  Säilyvyyskokeissa 
säilytysolosuhteina oli huoneen lämpötila ja suhteellinen ilmankosteus 18%, sekä 
rasitusolosuhde, joka oli 40°C lämpötila. Ilmankosteus pidettiin myös 
rasitusolosuhteessa samana, eli noin 18%. Ilmankosteutta kontrolloitiin eksikaattorin 
avulla. Eksikaattori laitettiin pöydälle huoneeseen, ja toinen eksikaattori lämpökaappiin. 
Pullot joissa jauheet säilytettiin, oli suljettu kumitulpilla. Oikea ilmankosteus saatiin 
aikaan kylläisen suolaliuoksen avulla. Suolana käytettiin kaliumasetaattia, jolla saadaan 
aikaan noin 18% suhteellinen ilmankosteus. Säilyvyyskokeita tehtiin molemmissa 
olosuhteissa 3, 7 ja 30 päivän säilytyksen jälkeen.  
 
 
8  TULOKSET 
 
8.1  Esikokeiden tulokset ja menetelmän kehitys 
 
Taulukko 3. 10 % trehaloosiliuoksella tehtyjen esikokeiden tulokset. Ajoliuoksen määrä 
oli 50ml.  
Sisäänt. Lämp (°C) S. ilmavirta (l/h) Syöttönop. (ml/min) Saanto (%) Vesiaktiivisuus 
100 500 2 19 0.122 
180 500 8 19 0.111 
180 800 2 53 0.07 
180 800 8 39 0.093 
100 500 8 8 0.145 
100 800 8 30 0.154 
100 800 2 30 0.149 
180 500 2 12 0.058 
140 650 5 35 0.139 
140 650 5 16 0.083 
140 650 5 20 0.135 
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Taulukossa 3 on esitetty trehaloosilla tehtyjen sumukuivausajojen tulokset. Ajoissa 3 ja 
4 on paras saanto ja alhaisin vesiaktiivisuus, eli korkea lämpötila ja korkea ilmavirtaus 
saavat aikaan hyvän saannon ja kuivaa tuotetta. Esikokeiden tuloksia on esitetty kuvissa 
5-10. 
 
8.1.1  Prosessiparametrien vaikutus saantoon  
 
 
Kuva 9. Esikokeet pelkällä trehaloosilla. Sisääntulolämpötilan vaikutus saantoon. 
Siniset pisteet kuvaavat koekaaviolla suunniteltuja esikokeita ja punaiset pisteet ovat 
myöhemmin tehtyjä uusintakokeita.  
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Kuva 10. Esikokeet pelkällä trehaloosilla. Suuttimen ilmavirran vaikutus saantoon. 
Siniset pisteet kuvaavat koekaaviolla suunniteltuja esikokeita ja punaiset pisteet ovat 
myöhemmin tehtyjä uusintakokeita.   
 
 
Tutkimuksen mukaan parhaimmat saannot saatiin korkeammilla lämpötiloilla (Kuva 9), 
mikä oli odotettavissa myös kirjallisuuden perusteella (Broadhead 1994). Myös 
suuttimen ilmavirran nopeudella oli vaikutus saantoon. Mitä suurempi suuttimen 
ilmavirran nopeus oli, sitä parempi saanto (kuva 10). 
 
 
Kuva 11. Esikokeet pelkällä trehaloosilla. Liuoksen syöttönopeuden vaikutus saantoon. 
Siniset pisteet kuvaavat koekaaviolla suunniteltuja esikokeita ja punaiset pisteet ovat 
myöhemmin tehtyjä uusintakokeita.   
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Liuoksen syöttönopeudella sitä vastoin ei näyttänyt olevan tilastollista merkitystä 
saantoon, vaan hajonta tuloksissa oli niin suurta ettei mitään johtopäätöstä pystytty 
tekemään (Kuva 11). Vesiaktiivisuuteen suurin merkitys oli sisääntulolämpötilalla 
(Kuva 12). Kun lämpötila nousi, vesiaktiivisuus pieneni. 
 
8.1.2  Prosessiparametrien vaikutus vesiaktiivisuuteen  
 
 
Kuva 12. Esikokeet pelkällä trehaloosilla. Sisääntulolämpötilan vaikutus 
vesiaktiivisuuteen. Siniset pisteet kuvaavat koekaaviolla suunniteltuja esikokeita ja 
punaiset pisteet ovat myöhemmin tehtyjä uusintakokeita.   
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Kuva 13. Esikokeet pelkällä trehaloosilla. Ilmavirran vaikutus vesiaktiivisuuteen. 
Siniset pisteet kuvaavat koekaaviolla suunniteltuja esikokeita ja punaiset pisteet ovat 
myöhemmin tehtyjä uusintakokeita.   
 
 
 
Kuva 14. Esikokeet pelkällä trehaloosilla. Liuoksen syöttönopeuden vaikutus 
vesiaktiivisuuteen. Siniset pisteet kuvaavat koekaaviolla suunniteltuja esikokeita ja 
punaiset pisteet ovat myöhemmin tehtyjä uusintakokeita.   
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Ilmavirran nopeudella ja liuoksen syöttönopeudella ei ollut tilastollisesti merkittävää 
vaikutusta vesiaktiivisuuteen (Kuva 13 ja Kuva 14). Pienimmät vesiaktiivisuuden arvot 
saatiin kuitenkin liuoksen syöttönopeuden ollessa pieni. Tulokset olivat loogisia, koska 
korkea lämpö kuivattaa enemmän, ja nopea syöttö saa aikaan märempiä hiukkasia. 
Ajoja päätettiin tehdä uudestaan, jotta nähtäisiin kuinka sumukuivain toimii, ja kuinka 
toistettavia tulokset ovat. Aluksi päätettiin tehdä uudestaan ajot 3 ja 4 että nähtäisiin 
toistuvatko tulokset samanlaisina, koska niissä oli paras saanto ja pienin vesiaktiivisuus.  
Sumukuivaimen kanssa oli alussa useita teknisiä ongelmia, joihin etsittiin ratkaisuja. 
Esimerkiksi suuttimen tiivisteitä vaihdettiin, ja lopulta vaihdettiin kokonaan uusi suutin. 
Aluksi ei myöskään osattu ottaa huomioon suodattimen tukkeutumista, joka huononsi 
saantoa oleellisesti. Laitteessa oli myös vuotoja ilmavirrassa, joka esti laitteen 
toiminnan. Kun laite ei toiminut kunnolla, jauhe hävisi kokonaan, oli kovaa ja kiteistä 
tai jäi syklonin ja kuivauskammion seinille. Kuitenkin suuttimen vaihtaminen, 
suodattimen säännöllinen vaihtaminen (joka neljäs ajo) ja vuotojen tukkiminen 
parafilmillä ja teipillä saivat laitteen toimimaan paremmin, ja saannot paranivat 
huomattavasti. Myös kuivausilma vaihdettiin typpeen, koska typpi kuivaa paremmin, on 
inertimpi ja puhtaampaa kuin aiemmin käytetty paineilma, joka sisälsi mm. öljyä 
pisaroina. Suodattimen paineen tarkkailu osoittautui tärkeäksi, koska aina kun paine 
nousee, suodatin kannattaa vaihtaa. Taulukossa 4 on listattuna sumukuivauksen 
lopputulokseen vaikuttavia tekijöitä. Tämä on tärkeää, koska sumukuivausajojen 
epäonnistumiseen kuluu paljon aikaa turhaan, ja myös mahdollisesti kallista materiaalia 
menee hukkaan. Myös liitteenä ovat Mini Spray dryer B-290 Buchi kuivaimen 
käyttöohjeet, koska ne olivat hyvin hankalasti saatavilla, mikä haittasi huomattavasti 
tutkimuksen tekemistä (Liite 1). Laitteen korjaamisen jälkeen esikoe ajoja tehtiin vielä 
lisää, jotta laitteen toimivuutta voitaisiin testata.  
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Taulukko 4. Sumukuivaukseen vaikuttavia tärkeitä tekijöitä, jotka kannattaa ottaa 
huomioon sumukuivauksessa. 
  
Suutin Suuttimen pitää olla ehjä, puhdas ja oikein paikoillaan 
Suodatin Suodatin pitää vaihtaa säännöllisin väliajoin  
Ilmavirta laitteiston läpi Laitteessa olevat liitokset pitää tiivistää hyvin ja  
  varmistaa että ilmavirta pääsee kulkemaan 
Ajoliuoksen määrä Ajoliuoksen määrä pitää olla tarpeeksi suuri, koska 
  niin suuri osa jauheesta jää laitteeseen 
 
8.2  Fysikaalinen karakterisointi 
 
8.2.1  Kiteisyys ja XRPD 
 
Kaikkien esikoe-ajojen röntgendiffraktogrammit olivat suunnilleen samanlaisia (kuva 
15), joten kaikki sumukuivatut trehaloosiajot säilyivät amorfisena XRPD:n perusteella. 
Diffraktogrammit olivat muodoltaan amorfiselle aineelle tyypillisiä. Sumukuivattujen 
näytteiden diffraktogrammeja verrattiin kiteisen trehaloosi-dihydraatin 
diffraktogrammiin, mistä näki selkeästi kiteisen ja amorfisen muodon eron. 
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Kuva 15. Sumukuivatun trehaloosin XRPD-diffraktogrammi. 
 
8.2.2  Lasisiirtymälämpötila ja DSC 
 
Kaikissa esikoeajoissa näkyy lasisiirtymä noin 120 °C lämpötilan kohdalla, joten tästä 
voi päätellä sumukuivattujen jauheiden olevan suurimmaksi osin amorfisia (Kuva 16). 
Ajoissa 7 ja 8 näkyy endoterminen signaali noin 212 °C:ssa, joka on trehaloosi-
anhydraatin sulamispiste. Näissä ajoissa näkyy myös eksoterminen signaali noin 
200 °C:ssa, mikä on todennäköisesti amorfisen trehaloosin uudelleenkiteytyminen ajon 
aikana. Endoterminen signaali noin 80-90°C:ssa on kideveden poistuminen. DSC-ajot 
tehtiin esikokeissa pannuilla joihin oli laitettu reiät kanteen, joten vesi pääsi haihtumaan 
näytteistä. Veden haihtuminen vaikutti myös nostamalla huomattavasti 
lasisiirtymälämpötilaa. DSC-kuvaajien  ja XRPD-diffraktogrammien perusteella kaikki 
sumukuivatut näytteet näyttivät säilyivän sumukuivauksen ajan ainakin suurimmalta 
osin amorfisina. Tosin näiden kahden menetelmän perusteella mitään varmaa ei voida 
sanoa. 
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Kuva 16. Trehaloosin esikokeiden DSC-termogrammit.  
 
8.2.3  Partikkelimuoto ja SEM 
 
Tavoitteena on saada aikaan mahdollisimman pyöreitä partikkeleita, jotka eivät ole 
romahtaneita ja partikkelikokojakauma mahdollisimman pieni. SEM-kuvat otettin 200-, 
500-, 2000- ja 4000-kertaisilla suurennoksilla. Esikoe-ajoista otetuissa SEM-kuvissa 
näkyy tasaisia pyöreitä partikkeleita, joissa on silmämääräisesti suhteellisen pieni 
partikkelikokojakauma. Suurimmissa suurennoksissa näkyy kuitenkin melkein kaikissa 
ajoissa pyöreiden sileiden partikkelien lisäksi partikkeleja, joilla on rosoinen pinta (kuva 
17). Tämä viittaa siihen, että sumukuivauksen aikana jauheessa on tapahtunut 
uudelleenkiteytymistä, eikä jauhe ole välttämättä täysin amorfista. Ajot 6 ja 7 tuottivat 
kaikista pienimmät partikkelit. Näissä ajoissa myös suuttimen ilmavira oli suuri, eli 800 
l/h.  
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Kuva 17. SEM-kuva sumukuivatusta trehaloosista. Vasemmaalla mittajanana 100μm ja 
oikealla 20 μm. 
 
 
 
9  PROTEIININ KÄSITTELY 
 
Proteiininkäsittelytekniikoiden toimivuutta testattiin ennen malliproteiiniajojen 
aloittamista, jotta saataisiin tietoa menetelmän luotettavuudesta. Menetelmät 
osoittautuivat luotettaviksi ja hyvin toimiviksi. 
 
9.1  Proteiinipitoisuuden mittaaminen 
 
UV-spektrofotometrillä tehtyjen mittausten luotettavuus testattiin laimennossarjalla, jota 
varten valmistettiin β-galaktosidaasista eri vahvuisia liuoksia (taulukko 5). Sen jälkeen 
liuosten absorbanssi mitattiin UV-spektrofotometrillä 280 nm aallonpituudella. Kaikista 
mittauksista otettiin kolme toistoa ja laskettiin keskiarvo (n=3). Puhtaan proteiinin 
pitoisuus (mg/ml) saatiin jakamalla absorbanssi molaarisella absorptiviteetilla 1,749.  
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Pitoisuudet mitattiin, että saataisiin selville paljonko proteiinijauheessa on oikeasti 
proteiinia, koska tätä tietoa ei saatu valmistajalta. Jokaista sumukuivausajoa ja jokaista 
proteiinin aktiivisuustestiä varten piti tietää proteiinin tarkka pitoisuus, joten 
mittaaminen oli tärkeää. Lisäksi haluttiin varmistaa, että UV-spektrofotometrillä tehtävä 
proteiinipitoisuuden mittausmenetelmä toimii. Eri vahvuisista liuoksista mitattiin 
absorbanssit UV-spektrofotometrillä 280 nm aallonpituudella, jolla proteiini näkyy. Sen 
jälkeen absorbanssit jaetaan arvolla 1,749, jolloin saadaan puhtaan β-galaktosidaasin 
pitoisuus (mg/ml). Mittausten perusteella vajaa puolet proteiinijauheesta on oikeasti β-
galaktosidaasia, ja loput apuaineita (Taulukko 5). 
 
 
Taulukko 5. Laimennossarja. Vasemmassa sarakkeessa on käsittelemättömän β-
galaktosidaasijauheen pitoisuus (mg/ml) vedessä.  
9.2  Proteiinin puhdistus 
 
Proteiinin puhdistusmenetelmän toimivuus haluttiin myös testata. Menetelmä testattiin 
puhdistamalla 30 mg/ml β-galaktosidaasijauhe-liuosta PD-10 Desalting kolonnilla ja 
analysoimalla kolonnista läpi tuleva liuos. β-galaktosidaasin puhdistukseen käytettyä 
menetelmää testattiin keräämällä kaikki kolonnista tuleva neste talteen 0,8 ml erissä ja 
testaamalla erien UV absorbanssi 280 nm aallonpituudella, joka näyttää β-
 
 Puhdistamattoman                
β-galaktosidaasi-jauheen 
pitoisuus (mg/ml) 
UV-spektrofotometrillä mitattu β-
galaktosidaasin pitoisuus (mg/ml) 
0.1 0.044 
0.2 0.087 
0.3 0.217 
0.5 0.214 
0.7 0.299 
1 0.42 
1.2 0.498 
1.5 0.629 
2 0.84 
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galaktosidaasin. Kolonnin huuhtelun jälkeen kolonniin kaadettiin 2,5 ml 30mg/ml β-
galaktosidaasiliuosta, ja tässä vaiheessa proteiinin pitäisi jäädä kolonniin. Kuten 
kuvaajasta näkyy, UV-absorbanssi on lähes nolla noin 2,5 millilitraan asti kuten pitikin, 
koska silloin kolonnista tulee ulos pelkkää vettä (Kuva 18). Noin 3-6,5 ml kohdalla 
absorbanssi on noin 2-2,5, eli tässä liuoksessa näkyy proteiini. Tämä osoittaa, että 
puhdistusmenetelmä toimii kuten pitääkin, koska proteiiniliuoksen lisäyksen jälkeen 
lisätään 3,5 ml vettä, jonka mukana proteiinin pitäisi tulla ulos.  
Tällä tavalla pystyttiin tutkimaan tuleeko β-galaktodisaasi oikeasti kolonnista ulos, ja 
tuleeko se ulos oikeassa vaiheessa. Tulos oli odotettu, eli absorbanssi 280nm niissä 
liuoksissa, joissa proteiinia ei kuulunut olla, oli lähes nolla, ja siinä missä β-
galaktosidaasia kuuluikin olla, absorbanssi oli noin 2,5 (kuva 18). Tästä voitiin päätellä 
että menetelmä toimii. 
 
 
Kuva 18. PD-10 Desalting kolonnien testaus.  
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9.3  Entsyymiaktiivisuustestin toimivuus 
 
 
Entsyymiaktiivisuustestin toimivuus on tärkeä tutkimuksen kannalta, joten sitä haluttiin 
testata esikokeissa. Ensin testattiin kuinka vahvaa liuosta voidaan käyttää 
entsyymiaktiivisuustestissä, eli mikä olisi paras proteiinipitoisuus testiin. Tämä oli 
tärkeää, koska jokaisella UV-aallonpituudella on tietyt rajat minkälaisia pitoisuuksia 
sillä pystyy mittaamaan. Entsyymiaktiivisuustestissä mitataan UV-spektrofotometrilla 
keltaista väriä 410 nm aallonpituudella.  
Entsyymiaktiivisuustestin testaus aloitettiin 0,7 mg/ml β-galaktosidaasiliuoksella. 
Tämän jälkeen liuos mitattiin UV-spektrofotometrillä 410 nm aallonpituudella, jolloin 
absorbanssiksi tuli 3. Absorbanssi 3 on UV-spektrofotometrin maksimiarvo, mikä 
kertoo että mitattava pitoisuus on liian suuri. Taulukossa 2 näkyy mitatut pitoisuudet ja 
niiden absorbanssit. Taulukosta 2 nähdään, että 0,01 mg/ml β-
galaktosidaasijauheliuoksella (putsaamaton β-galaktosidaasi) tehdyssä 
aktiivisuustestissä absorbanssi on parhaalla alueella, koska alue on luotettava, jos 
absorbanssi on ≤ 1, mutta kuitenkin selkeästi suurempi kuin blank-mittauksen arvo. 
Blank-liuoksen (ei sisällä proteiinia) absorbanssi oli 0,037, mikä taas on liian lähellä 
viimeistä mittausta joka on tehty 0,001 mg/ml β-galaktosidaasiliuoksella. 
 
Taulukko 2. β-galaktosidaasijauheen vahvuus entsyymiaktiivisuustestissä ja sitä 
vastaava absorbanssi 410 nm aallonpituudella.  
Mittaukset β-gal vahvuus (mg/ml) Absorbanssi 410 nm 
1 0.7 3 
2 0.2 3 
3 0.1 3 
4 0.01 0.667 
5 0.001 0.088 
 
 
Kun on todettu, että 0,01 mg/ml on hyvä pitoisuus entsyymiaktiivisuustestille, mitataan 
0,01 mg/ml β-galaktosidaasiliuokselle UV-absorbanssi 280 nm:lla, jotta saadaan 
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liuoksen todellinen proteiinipitoisuus. Pitoisuus saadaan kun jaetaan absorbanssi 
molaarisella absorptiviteetilla 1,749. 
0,01 mg/ml b-galaktosidaasiliuoksen absorbanssi 280 nm aallonpituudella oli 0,009, 
josta saadaan laskemalla liuoksen todelliseksi proteiinipitoisuudeksi 0,005 mg/ml. Tällä 
menetelmällä haluttiin varmistaa, paljonko puhtaan proteiinin pitoisuus on, kun UV 
absorbanssi aktiivisuustestissä on oikealla alueella. Eli tutkimuksessa kaikki mitattavat 
β-galaktosidaasiliuokset laimennetaan siten, että liuoksessa on 0,005 mg/ml puhdasta β-
galaktosidaasia kun tehdään entsyymiaktiivisuustestiä. Kun kaikki proteiininäytteet on 
laimennettu samaan pitoisuuteen, niiden aktiivisuustestin tuloksena saatuja 
absorbansseja voidaan suoraan verrata toisiinsa ja laskea aktiivisuusprosentti. 
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10  MALLIPROTEIINIKOKEIDEN TULOKSET JA TULOSTEN 
TARKASTELU 
 
 
Prosessiparametrien vaikutusta sumukuivatun jauheen saantoon, kosteuteen ja proteiinin 
aktiivisuuteen tutkittiin käyttäen systemaattista koesuunnittelua. Lisäksi tutkittiin 
sumukuivatun jauheen kiteisyyttä ja säilyvyyttä (Taulukko 6 ja Taulukko 7). 
 
 
Taulukko 6. Sumukuivattu trehaloosi ja β-galaktosidaasi. Prosessiparametrien vaikutus 
lopputuotteeseen. 
Ajo 
Lämpöt. (s) 
(◦C) 
S. ilmavirta 
(l/h) Asp % 
Lämpöt. 
(u) (°C) 
Saanto 
(%) Vesiakt. 
Karl 
F. (%) Prot.akt.(%) 
β-gal. 
(mg) 
1 180 800 80 89 66 0.04      4.4 78 28 
2 140 500 80 80 55 0.06 3.7 90 45 
3 160 650 90 83 63 0.05 2.9 85 38 
4 140 500 100 77 54 0.07 3.1 76 40 
5 180 800 100 103 67 0.06   57 31 
6 160 650 90 85 66 0.08   96 37 
7 180 500 80 88 47 0.08   82 33 
8 180 500 100 100 43 0.07   74 40 
9 140 800 100 81 68 0.05   80 41 
10 140 800 80 75 68 0.03   84 39 
Lämpöt. (s) = sisääntulolämpötila, s. ilmavirta = suuttimen ilmavirta, asp = aspiraattori, 
lämpöt. (u) = ulosmenolämpötila, vesiakt. = vesiaktiivisuus, Karl F. = Karl Fischer, prot. 
akt. = proteiinin aktiivisuus ja β-gal (mg) = β-galaktosidaasin määrä (mg) ajoliuoksessa. 
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Taulukko 7. Sumukuivattu melibioosi ja β-galaktosidaasi. Prosessiparametrien vaikutus 
lopputuotteeseen. 
 
Ajo 
Lämpöt. (s) 
(◦C) 
S. ilmavirta 
(l/h) Asp % 
Lämpöt. 
(u) (°C) 
Saanto 
(%) Vesiakt. 
Karl 
F. (%) Prot.akt.(%) 
β-gal. 
(mg) 
1 180 800 80 90 61 0.08 1.9 84 38 
2 140 500 80 75 63 0.05 1.4 84 41 
3 160 650 90 81 60 0.03 1.2 89 33 
4 140 500 100 82 59 0.04 1.8 89 39 
5 180 800 100 98 39* 0.05   73 38 
6 160 650 90 86 54 0.06   89 43 
7 180 500 80 95 48 0.03   85 36 
8 180 500 100 97 74 0.02   75 38 
9 140 800 100 77 70 0.08   80 41 
10 140 800 80 70 71 0.05   80 48 
(* Saanto ei ole todellinen, koska suutin meni pois paikaltaan kesken ajon ja sitä 
jouduttiin korjaamaan.) 
 
10.1  Prosessiparametrien vaikutus saantoon  
 
Melibioosiajoissa saannot paranivat kun suuttimen ilmavirta (l/h) suureni ja 
sisääntulolämpötila ( C) pieneni (Kuva 18). Aspiraattorilla ei ollut saannon kannalta 
merkitystä, koska hajonta oli tuloksissa niin suuri, eikä aspiraattorin vaikutus mallinnu.  
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Kuva 18. Melibioosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Sisääntulolämpötilan ja 
suuttimen ilmavirran (l/h) vaikutus saantoon (%).  
 
 
 
Myös trehaloosiajoissa tulos oli sama kuin melibioosiajoissa. Saannot paranivat kun 
suuttimen ilmavirta (l/h) suureni ja sisääntulolämpötila (  C) pieneni, mutta 
trehaloosiajoissa suuttimen ilmavirralla ei ollut niin suurta merkitystä saantoon. 
Myöskään aspiraattorilla ei ollut vaikutusta saaantoon (Kuva 20). Mauryn ym. (2005) 
tutkimuksessa sumukuivatessa trehaloosia suuttimen ilmavirran lisääminen paransi 
saantoa, mutta vain vähän. Tulos oli samanlainen kuin tässä tutkimuksessa. Suuttimen 
ilmavirta vaikuttaa partikkelikokoon, mikä taas yhdessä esimerkiksi syklonin (ja muun 
laitteiston) muodon kanssa voi vaikuttaa siihen, mitkä partikkelit päätyvät keräysastiaan 
(Kristin ym., 2002). 
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Kuva 19. Trehaloosi ja β-galaktosidaasiajot. Sisääntulolämpötilan (°C) ja suuttimen 
ilmavirran (l/h) vaikutus saantoon.  
 
 
Sisääntulolämpötilan vaikutus saantoon oli päinvastainen kuin esikokeissa. Kuvassa 19  
saanto pienenee tietyn lämpötilan jälkeen. Maury ym. (2005) totesivat tutkimuksessaan, 
että saanto paranee, kun ulosmenolämpötila kasvaa, kunnes lämpötila saavuttaa 
tahmeutumislämpötilan (sticky point), jonka jälkeen saanto alkaa radikaalisti 
pienenemään. Broadhead ym. (1994) taas totesivat, että sisääntulolämpötilan 
suurentaminen parantaa saantoa vain, jos liuoksen syöttönopeus on alhainen. Näiden 
tutkimusten perusteella lämpötilan vaikutus saantoon ei siis ole aivan yksiselitteinen. 
Kuitenkin sumukuivauksesta on tehty useita tutkimuksia, joissa sisääntulolämpötilan 
suurentaminen paransi saantoa (Tee ym. 2012; Tonon ym. 2008; Cai ja Corke 2000). 
Myös näissä tutkimuksissa liuoksen syöttönopeuden suurentaminen pienentää saantoa. 
Prosessiparametrien vaikutukset eivät ole täysin yksiselitteisiä. Tässä tutkimuksessa 
ristiriitaiset tutkimustulokset johtuvat todennäköisesti siitä, että laitteen toiminta 
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muuttui tutkimuksen aikana, eivätkä tulokset ole siis aivan verrattavissa. Lisäksi 
formulaatio esikokeissa ja malliproteiinikokeissa oli erilainen, joten myös sillä saattoi 
olla vaikutusta tuloksiin.  
 
 
 
Kuva 20. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Aspiraattorin (%) ja 
sisääntulolämpötilan (°C) vaikutus saantoon (%).  
 
 
10.2  Prosessiparametrien vaikutus vesiaktiivisuuteen  
 
Vesiaktiivisuus mitattiin Aqua lab-laitteella heti sumukuivauksen jälkeen. 
Trehaloosiajoissa tulos oli ristiriitainen, koska näytteiden vesiaktiivisuusarvot kasvoivat 
kun sisääntulolämpötila nousi ja aspiraattori suureni (Kuva 21 ja Kuva 22). Suuttimen 
ilmavirran lisääminen taas pienensi vesiaktiivisuutta, mikä on loogista, koska pienet 
pisarat kuivuvat paremmin. Melibioosiajoissa aspiraattorin suurentaminen pienensi 
vesiaktiivisuutta, mutta sisääntulolämpötilan vaikutuksen tuloksissa oli niin suuri 
hajonta, ettei sen vaikutusta vesiaktiivisuuteen pysty määrittämään (Kuva 23).  
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Kuva 21. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Suuttimen ilmavirran 
(l/h) ja sisääntulolämpötilan (°C) vaikutus vesiaktiivisuuten.  
 
 
 
Kuva 22. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Aspiraattorin (%) ja 
sisääntulolämpötilan (°C) vaikutus vesiaktiivisuuteen.  
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Kuva 23. Melibioosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Sisääntulolämpötilan ja 
aspiraattorin vaikutus vesiaktiivisuuteen.  
 
 
10.3  Prosessiparametrien vaikutus proteiinin aktiivisuuteen 
 
Taulukko 8. β-galaktosidaasin aktiivisuus sumukuivauksen jälkeen käyttäen trehaloosia 
ja melibioosia suoja-aineina.  
Ajo Lämpöt. (s) (◦C) S. ilmavirta (l/h) Asp % β-gal akt. (%)/Melib. β-gal akt. (%)/Trehal. 
1 180 800 80 84 78 
2 140 500 80 84 90 
3 160 650 90 89 85 
4 140 500 100 89 76 
5 180 800 100 73 57 
6 160 650 90 89 96 
7 180 500 80 85 82 
8 180 500 100 75 74 
9 140 800 100 80 80 
10 140 800 80 80 84 
Lämpöt. (s) = sisääntulolämpötila, s. ilmavirta = suuttimen ilmavirta, asp = aspiraattori, 
β-gal akt. (%) /Melib = β-galaktosidaasin aktiivisuus sumukuivauksen jälkeen 
melibioosiajoissa ja β-gal akt. (%) /Trehal = β-galaktosidaasin aktiivisuus 
sumukuivauksen jälkeen trehaloosiajoissa. 
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Kumpaakin trehaloosia ja melibioosia käyttäen proteiinin aktiivisuus säilyi 
sumukuivauksen aikana suhteellisen hyvin (Taulukko 8). Molemmat näyttivät 
säilyttävän proteiinin aktiivisuuden yhtä hyvin, eikä tehossa ollut havaittavissa eroja.  
Kaikkien ajojen aktiivisuusprosenttien keskiarvo oli trehaloosilla oli 80,04% ja 
melibioosilla 82,81%. Myös sumukuivauksen prosessiparametrit vaikuttivat proteiinin 
aktiivisuuteen. Käytettäessä trehaloosia apuaineena, proteiinin aktiivisuus laski, kun 
sisääntulolämpötila, suuttimen ilmavirta ja aspiraattori nousivat (Kuva 24 ja Kuva 25). 
Tulos oli looginen, koska korkea lämpötila ja mekaaninen rasitus inaktivoivat proteiinia 
(Kristin ym. 2002). Broadhead ym. totesivat tutkimuksessaan, että sisääntulolämpötilan 
nostaminen laskee proteiinin aktiivisuutta vain jos liuoksen syöttönopeus on alhainen. 
Tämä ilmiö selitettiin siten, että sisääntulolämpötila ja liuoksen syöttönopeus yhdessä 
kontrolloivat ulosmenolämpötilaa, joka vaikuttaa enemmän proteiinin aktiivisuuteen 
kuin sisääntulolömpötila.  
 
 
Kuva 24. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Ilmavirran (l/h) ja 
sisääntulolämpötilan (°C) vaikutus proteiinin aktiivisuuteen sumukuivauksen jälkeen. 
Ruuduissa β-galaktosidaasin aktiivisuus (%). 
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Kuva 25. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Aspiraattorin (%) ja 
sisääntulolämpötilan (°C) vaikutus β-galaktosidaasin aktiivisuuteen sumukuivauksen 
jälkeen.  
 
 
Melibioosiajoissa tulokset olivat samanlaiset kuin trehaloosiajoissa, joskin hajonta oli 
hieman suurempi. Proteiinin aktiivisuus laski, kun sisääntulolämpötila, suuttimen 
ilmavirta ja aspiraattori nousivat (Kuva 26).   
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Kuva 26. Melibioosi ja β-galaktosidaasi seoksen sumukuivaus. Suuttimen ilmavirran ja 
sisääntulolämpötilan vaikutus β-galaktosidaasin aktiivisuuteen.  
 
Jotta nähtäisiin trehaloosin ja melibioosin teho proteiinin suoja-aineena, tehtiin vertailun 
vuoksi kontrolliajot käyttäen apuaineena toisessa ajossa maltodekstriiniä ja toisessa 
erytritolia. Ajot tehtiin valitsemalla keskipisteen prosessiparametrit, eli 
sisääntulolämpötila oli 160 °C, aspiraattori 90%, suuttimen ilmavirta 650 l/h ja liuoksen 
syöttönopeus 5 ml/min. Kummassakin ajossa oli apuainetta 10% kuten oikeissakin 
ajoissa ja myös proteiinia sama määrä. Tämän jälkeen kuivatuista jauheista tutkittiin 
proteiinin aktiivisuus ja tehtiin DSC-ajo. Aktiivisuustesti osoitti, että trehaloosi ja 
melibioosi toimivat hyvin proteiinin suoja-aineina, koska maltodekstriiniajon jälkeen 
proteiinin aktiivisuus oli 40% ja erytritoliajon jälkeen vain 2,9%. DSC-kuvaajassa näkyi, 
että erytritoli ei ollut sumukuivauksessa muuttunut amorfiseksi, koska kuvaajasta ei 
näkynyt lasisiirtymää eikä uudelleenkiteytymistä (Kuva 32). 
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10.4 Kiteisyys ja  XRPD 
 
XRPD-ajo tehtiin sumukuivattujen näytteiden lisäksi myös kuivaamattomalle 
trehaloosi-dihydraatille ja kuivaamattomalle melibioosille, joiden diffraktogrammeista 
selvästi näkyi kiteinen muoto. Kaikkien sumukuivattujen näytteiden diffraktogrammit 
taas olivat selkeästi amorfiselle aineelle tyypillisiä. Amorfisen ja kiteisen aineen 
diffraktogrammit ovat selkeästi erilaisia (Kuva 27 ja Kuva 28), joten voidaan sanoa, että 
XRPD:n perusteella kaikki sumukuivatut näytteet olivat amorfisia. Tulos oli hyvä, 
koska trehaloosin ja melibioosin halutaan olevan amorfista sumukuivauksen jälkeen, 
koska vain amorfinen disakkaridi suojaa proteiinia kuivauksen aikana. Jotta 
disakkaridin proteiinia stabiloiva vaikutus olisi tehokkain, sen tulisi ainakin osaksi olla 
amorfisessa muodossa. Kuvissa 27 ja 28 näkyy selkeästi amorfisten sumukuivattujen 
näytteiden ja kiteisten aineiden diffraktogrammien ero. XRPD on hyvä menetelmä 
kiteisyyden ja amorfisuuden tutkimiseen. Menetelmää tosin rajoittaa se, että XRPD 
mittaa vain näytteen pinnalla olevan jauheen eikä näe pieniä määriä kiteisiä alueita.  
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Kuva 27. Melibioosin röntgendiffraktogrammi. a) Ajo 1 b) Ajo 2 c) Ajo 3 d) Kiteinen 
melibioosi. 
 
 
 
Kuva 28. Trehaloosin röntgendiffraktogrammi. a) Ajo 1  b) Ajo 2 c) Ajo 3 d) Kiteinen 
trehaloosi 
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10.5  Lasisiirtymälämpötila ja DSC 
 
DSC:llä voi tutkia aineiden endotermisia ja eksotermisia reaktioita. Esimerkiksi veden 
postuminen yhdisteestä ja sulaminen ovat endotermisia reaktioita ja aineen 
kiteytyminen on eksoterminen reaktio. Kuvaajissa ylöspäin menevät piikit ovat 
eksotermisia ja alaspäin menevät piikit ovat endotermisia reaktioita. 
Esikokeissa DSC ajot tehtiin siten, että pannuihin laitettiin kaksi pientä reikää neulalla. 
Myöhemmin tehdyissä malliproteiiniajoissa pannujen annettiin kuitenkin olla 
umpinaisia. Näin tehtiin sen vuoksi, että vesi vaikuttaa lasisiirtymälämpötilaan ja veden 
ei haluttu haihtuvan näytteestä, koska nimenomaan haluttiin nähdä myös kosteuden 
vaikutus lasisiirtymälämpötilaan, koska tutkitaan jauheen kuivaamista. Oletettavasti 
tämän vuoksi sumukuivatulla trehaloosilla tehtyjen esikokeiden DSC kuvaajat ovat niin 
erilaiset kuin malliproteiinikokeissa tehtyjen trehaloosia ja β-galaktosidaasia sisältävien 
näytteiden DSC kuvaajat (Kuva 29 ja Kuva 16). Myös proteiinin läsnäolo 
malliproteiinikokeissa voi vaikuttaa trehaloosin lämpökäyttäytymiseen, mutta tämä on 
kyseenalaista koska proteiinin määrä verrattuna trehaloosiin oli niin pieni. 
 
Kuva 29. Trehaloosin ja β-galaktosidaasin sumukuivausseosten DSC-termogrammit. 
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Kaikissa sumukuivatuissa trehaloosia ja melibioosia sisältävissä näytteissä DSC-
kuvaajissa oli selkeä lasisiirtymälämötila, joten tämän perusteella voidaan olettaa 
näytteiden olevan amorfisia, koska kiteisillä aineilla ei ole lasisiirtymää. Kiteiselle 
trehaloosille ja melibioosille tehtiin myös DSC-ajot, ja kuvaajat olivat selkeästi erilaisia 
kuin sumukuivattujen näytteiden kuvaajat (Kuva 30 ja Kuva 31). Niissä ei näy 
amorfisille aineille tyypillistä lasisiirtymää eikä uudelleenkiteytymistä. Varsinkin kun 
DSC tulokset yhdistetään XRPD tuloksiin, voidaan todeta, että sumukuivatut näytteet 
ovat todennäköisesti suurimmaksi osaksi amorfisia, mikä on hyvä tulos.  
 
 
 
 
Kuva 30. Kiteisellä trehaloosi-dihydraatilla tehty DSC-termogrammi. 
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Kuva 31. Kiteisellä melibioosilla tehty DSC-termogrammi. 
 
 
Myös kontrollinäytteenä tehdylle sumukuivatulle erytritolille ja β-galaktosidaasille 
tehtiin DSC-ajo, missä ei näkynyt lasisiirtymää eikä uudelleenkiteytymistä, mistä 
voidaan olettaa että erytritoli säilyi kiteisenä sumukuivauksen aikana (Kuva 32). 
Erytritolin sulaminen näkyi endotermisena piikkinä noin 120°C:n kohdassa, mikä 
vastasi kirjallisuudesta löydettyän erytritolin sulamispistettä. Kontrollinäytteenä 
tehdyssä sumukuivatussa maltodekstriiniä ja β-galaktosidaasia sisältävässä näytteessä ei 
myöskään näkynyt lasisiirtymää (Kuva 33). 
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Kuva 32. Sumukuivatulla erytritolilla ja β-galaktosidaasilla tehty DSC-termogrammi. 
 
 
 
 
 
Kuva 33. Sumukuivatulla maltodekstriinillä ja β-galaktosidaasilla tehty DSC-
termogrammi. 
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DSC ajot on tehtiin umpinaisilla pannuilla, joten trehaloosin lasisiirtymälämpötila on 
kaikissa ajoissa huomattavasti alhaisempi kuin esikokeissa tehdyillä reiällisillä 
pannuilla johtuen veden läsnäolosta. Malliproteiiniajoissa trehaloosin 
lasisiirtymälämpötila on noin 70-80 °C, kun taas aiemmissa esikokeissa reiällisillä 
pannuilla se oli noin 120 °C. Kuvaajissa näkyy lasisiirtymä, uudelleenkiteytyminen ja 
sulaminen melkein kaikissa ajoissa. Esikokeissa uudelleenkiteytyminen esiintyy vain 
kahdessa ajossa. Proteiinin lisääminen formulaatioon tai veden läsnäolo saattavat 
vaikuttaa siten, että trehaloosin lämpökäyttäytyminen muuttuu, ja sen vuoksi kuvaajat 
ovat erilaisia. 
 
Ohjelman avulla laskettiin ajoille lasisiirtymälämpötilat sekä ∆cp. Niissä ei ollut 
huomattavia eroja. Mitä suurempi ∆cp näytteellä on, sitä amorfisempaa on näyte, mutta 
DSC kuvaaja ei yksin riitä, että jokin johtopäätös kiteisyyden ja amorfisuuden suhteesta 
voitaisiin tehdä. Lisäksi lasisiirtymälämpötilan muuttuminen voi kertoa esimerkiksi 
veden määrän muuttumisesta. Näytteissä jotka sisälsivät trehaloosia ja proteiinia ei ollut 
huomattavia eroja myöskään lasisiirtymälämpötilassa.  
 
Melibioosilla ja β-galaktosidaasilla tehdyissä ajoissa näkyy lasisiirtymälämpötila 80-
90 °C kohdalla (kuva 34). Kirjallisuudessa kylmäkuivatun amorfisen meliboosin 
lasisiirtymälämpötila on melkein sama, noin 100 °C (Heljo ym. 2012). Tämän 
tutkimuksen alhaisempi lasisiirtymälämpötila voi johtua veden läsnäolosta. Melibioosin 
DSC-ajoissa ei näkynyt uudelleenkiteytymistä eikä sulamista, mistä voisi päätellä, että 
melibioosi on stabiilimpi kuin trehaloosi.  
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Kuva 34. Melibioosin ja β-galaktosidaasin sumukuivausseosten DSC-termogrammit.  
 
 
10.6  Partikkelimuoto ja SEM 
 
SEM-kuvat otettiin melibioosilla ja trehaloosilla tehdyistä ajoista 2, 3 ja 8. Nämä ajot 
valittiin siksi että niissä prosessiparametrit olivat ääripisteissä ja ajo 3 on keskipisteajo. 
Lisäksi valittiin trehaloosi-ajot 5 ja 6. Ajo 5 valittiin, koska siinä proteiininaktiivisuus 
oli vain 56,5 % eli poikkeuksellisen huono. Ajo 6 oli myös keskipisteajo, joten haluttiin 
verrata kahden samanlaisen ajon eroja. Lisäksi kontrolliajoina tehdyt ajot erytritolilla ja 
maltodekstriinillä kuvattiin.  
Sekä trehaloosi- että melibioosipartikkelit olivat muodoltaan pyöreitä, ja rosoisia 
partikkeleja oli hyvin vähän (Kuva 35). Esikoeajoissa rosoisia partikkeleja oli 
huomattavasti enemmän, mikä voi johtua myös siitä, ettei sumukuivain ehkä toiminut 
silloin kuten piti, ja osa kuivattavasta massasta uudelleenkiteytyi. Sekä trehaloosi- että 
melibioosi-kuvissa suurimmat partikkelit olivat ajossa 2 (sisääntulolämpötila 140 °C, 
ilmavirta 500 l/h, aspiraattori 80%) ja pienimmät partikkelit ajossa 8  
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(sisääntulolämpötila 180 °C, ilmavirta 800 l/h, aspiraattori 100%). Tulos oli odotettu, 
koska pieni suuttimen ilmavirta saa aikaan suurempia partikkeleja (Filková ym. 2006). 
Ajossa 8 partikkelit olivat myös osittain sulautuneena toisiinsa, mikä voi johtua 
korkeasta sisääntulolämpötilasta (Kuva 37). Silmämääräisesti trehaloosin ja melibioosin 
välillä ei näkynyt suurta eroa partikkelikoossa tai muodossa.  
Erytritolipartikkelit olivat sulautuneena toisiinsa (Kuva 36). Erytritoli oli 
sumukuivauksenkin jälkeen kiteistä, mikä näkyi DSC-kuvaajasta. 
Maltodektriinipartikkelit olivat pinnasta rosoisia, joten niissä on todennäköisesti 
tapahtunut uudelleenkiteytymistä sumukuivausprosessin aikana (Kuva 36). 
 
 
Kuva 35. SEM-kuvat sumukuivatusta trehaloosista ja β-galaktosidaasista (ajo 3) ja 
melibioosista ja β-galaktosidaasista (ajo 3).  Ylhäällä vasemmalla melibioosi ja oikealle 
trehaloosi, mittajanana 30 μm. Alhaalla vasemmalla melibioosi ja oikealla trehaloosi, 
mittajanana 200μm. 
 
73 
 
.   
 
Kuva 36. Vasemmalla SEM kuva sumukuivatusta erytritolista ja β-galaktosidaasista, 
mittajanana 30 μm. Oikealla SEM kuva sumukuivatusta maltodekstriinistä ja β-
galaktosidaasista, mittajanana 30 μm. 
 
 
 
 
 
Kuva 37. SEM kuva sumukuivatusta melibioosista ja β-galaktosidaasista. Näyte tehty 
ajosta 8 (sisääntulolämpötila 180 °C, ilmavirta 800 l/h, aspiraattori 100%), mittajanana 
30 μm. 
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10.7  Proteiinin rakennemuutokset FT-IR:llä tutkittuna  
 
Sumukuivatulle jauheelle tehtiin myös FT-IR-analyysi, jolla haluttiin tutkia proteiinin 
sekundäärirakenteen muutoksia. Menetelmä ei kuitenkaan soveltunut tähän 
tutkimukseen, koska proteiinin määrä verrattuna sokeriin oli niin pieni, ettei proteiini 
näkynyt kuvaajassa. Kuvaaja, jossa on sumukuivattua trehaloosia ja proteiinia sisältävä 
näyte, ei juuri eroa kuvaajasta jossa on pelkkä sumukuivattu trehaloosi (Kuva 38, Kuva 
39 ja Kuva 40). 
 
 
 
Kuva 38. FT-IR kuvaaja, joka on mitattu sumukuivatulle trehaloosijauheelle. 
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Kuva 39. FT-IR kuvaaja, joka on mitattu sumukuivausajo 2:sta saadulle jauheelle, joka 
sisältää trehaloosia ja (pienen määrän) proteiinia.  
 
 
 
Kuva 40. FT-IR kuvaaja, joka on mitattu sumukuivausajo 3:sta saadulle jauheelle, joka 
sisältää trehaloosia ja (pienen määrän) proteiinia. 
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Kun taas näytteen, joka on tehty pelkästä proteiinijauheesta, kuvaaja poikkeaa 
huomattavasti sumukuivatun näytteen kuvaajasta (Kuva 41). Myös näytteen, jossa on 
puolet proteiinijauhetta ja puolet trehaloosia, kuvaaja poikkeaa huomattavasti 
sumukuivatun näytteen kuvaajasta (Kuva 42). Tämä johtuu siitä, että suuri määrä 
proteiinia tutkittavassa jauheessa näkyy kuvaajassa kun taas pieni määrä ei näy. Tämä 
menetelmä soveltuisi siis hyvin sellaisten näytteiden tutkimiselle, joissa proteiinin 
määrä olisi huomattavasti suurempi, kuin tässä tutkimuksessa. 
 
 
Kuva 41. Proteiinijauheelle mitattu FT-IR kuvaaja. 
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Kuva 42. FT-IR kuvaaja, joka on mitattu jauheelle, jossa on proteiinijauhetta ja 
trehaloosijauhetta 1:1. 
 
10.8  Säilyvyyskokeet 
 
10.8.1  Trehaloosi ja β-galaktosidaasi 
 
Kuvaajista näkyy, ettei säilytys huoneenlämmössä eikä rasitusolosuhteissa vaikuttanut 
β-galaktosidaasin aktiivisuuteen (Kuva 43 ja Kuva 44). Vesiaktiivisuudet taas nousivat 
säilytettäessä rasitusolosuhteissa (Kuva 45 ja Kuva 46). Huoneenlämmössä 
säilytettäessä lasisiirtymälämpötila ei juurikaan muuttunut säilytyksen aikana, mutta 
rasitusolosuhteissa säilytettäessä lasisiirtymälämpötila laski 30 päivän säilytyksen 
jälkeen (Taulukko 9 ja 10).  
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Kuva 43. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi- ajojen proteiiniaktiivisuudet säilytettäessä 
huoneenlämmössä ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
 
 
 
 
Kuva 44. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi- ajojen proteiiniaktiivisuudet säilytettäessä 
+40 °C:ssa ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
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Kuva 45. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi- ajojen vesiaktiivisuudet säilytettäessä 
huoneenlämmössä ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa 
 
 
 
 
 
Kuva 46. Trehaloosi ja β-galaktosidaasi- ajojen ajojen vesiaktiivisuudet säilytettäessä 
+40 °C:ssa ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
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Taulukko 9. Sumukuivattujen trehaloosi- ja β-galaktosidaasinäytteiden 
lasisiirtymälämpötilat (°C) sumukuivauksen ja huoneenlämmössä säilytyksen jälkeen.  
Tg / 0 pv = lasisiirtymälämpötila 0 päivän jälkeen säilytyksestä (°C) (n=1). 
Ajo Lämpöt. (s) (◦C) S. ilmavirta (l/h) Asp % Tg/0 pv  Tg/3 pv Tg/7 pv Tg/30 pv 
1 180 800 80 83 81 81 79 
2 140 500 80 70 67 67 67 
3 160 650 90 81 80 79 79 
4 140 500 100 75 77 75 77 
5 180 800 100 85 87 83 82 
6 160 650 90 75 76 76 74 
7 180 500 80 72 79 80 77 
8 180 500 100 74 78 81 75 
9 140 800 100 86 84 87 84 
10 140 800 80 86 84 88 85 
  
 
 
 
 
 
Taulukko 10. Sumukuivattujen trehaloosi- ja β-galaktosidaasinäytteiden 
lasisiirtymälämpötilat sumukuivauksen ja rasitusolosuhteissa (40 °C) säilytyksen 
jälkeen (n=1).  
Ajo Lämpöt. (s) (◦C) S. ilmavirta (l/h) Asp % Tg/0 pv  Tg/3 pv Tg/7 pv Tg/30 pv 
1 180 800 80 83 84 84 70 
2 140 500 80 70 68 68 67 
3 160 650 90 81 79 72 68 
4 140 500 100 75 77 72 71 
5 180 800 100 85 73 75 73 
6 160 650 90 75 72 72 69 
7 180 500 80 72 72 71 69 
8 180 500 100 74 72 72 69 
9 140 800 100 86 85 89 73 
10 140 800 80 86 85 88 73 
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10.8.2  Melibioosi ja β-galaktosidaasi 
 
Kuvaajista näkyy, ettei säilytys huoneenlämmössä eikä rasitusolosuhteissa vaikuttanut 
β-galaktosidaasin aktiivisuuteen (Kuva 47 ja Kuva 48). Heljo ym. (2010) säilyttivät 
tutkimuksessaan kylmäkuivattua β-galaktosidaasia ja melibioosia 45°:ssa 90 päivää. 
Myöskään Heljon ym. (2010) tutkimuksessa β-galaktosidaasin aktiivisuus ei laskenut 
merkittävästi säilytyksen aikana.  Vesiaktiivisuudet nousivat säilytettäessä 
rasitusolosuhteissa kuten trehaloosiajoissa (Kuva 49 ja Kuva 50). Huoneenlämmössä 
säilytettäessä lasisiirtymälämpötila ei juurikaan muuttunut säilytyksen aikana, mutta 
rasitusolosuhteissa säilytettäessä lasisiirtymälämpötila laski 30 päivän säilytyksen 
jälkeen (Taulukko 11 ja 12). Heljon ym. (2010) tutkimuksessa lasisiirtymälämpötila 
nousi, kun vesipitoisuus laski. Kosteuden vaikutus lasisiirtymälämpötilaan oli siis tässä 
tutkimuksessa samanlainen.  
 
 
Kuva 47. Melibioosi ja β-galaktosidaasi- ajojen proteiiniaktiivisuudet säilytettäessä 
huoneenlämmössä ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
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Kuva 48. Melibioosi ja β-galaktosidaasi- ajojen proteiiniaktiivisuudet säilytettäessä 
+40 °C:ssa ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
 
 
 
 
Kuva 49. Melibioosi ja β-galaktosidaasi- ajojen vesiaktiivisuudet säilytettäessä 
huoneenlämmössä ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
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Kuva 50. Melibioosi ja β-galaktosidaasi- ajojen vesiaktiivisuudet säilytettäessä 
+40 °C:ssa ja 18 % suhteellisessa ilmankosteudessa. 
 
 
 
 
 
Taulukko 11. Sumukuivattujen melibioosi- ja β-galaktosidaasinäytteiden 
lasisiirtymälämpötilat (°C) sumukuivauksen ja huoneenlämmössä säilytyksen jälkeen.  
Tg / 0 pv = lasisiirtymälämpötila 0 päivän jälkeen säilytyksestä (°C) (n=1). 
 
 
Ajo Lämpöt. (s) (◦C) S. ilmavirta (l/h) Asp % Tg/0 pv  Tg/3 pv Tg/7 pv Tg/30 pv 
1 180 800 80 79 77 77 78 
2 140 500 80 70 70 70 70 
3 160 650 90 80 79 77 78 
4 140 500 100 82 80 77 78 
5 180 800 100 85 86 82 83 
6 160 650 90 85 85 81 80 
7 180 500 80 86 87 83 84 
8 180 500 100 91 90 89 89 
9 140 800 100 89 89 88 86 
10 140 800 80 70 70 69 68 
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Taulukko 12. Sumukuivattujen melibioosi- ja β-galaktosidaasinäytteiden 
lasisiirtymälämpötilat sumukuivauksen ja rasitusolosuhteissa (40 °C) säilytyksen 
jälkeen (n=1).  
 
Ajo Lämpöt. (s) (◦C) S. ilmavirta (l/h) Asp % Tg/0 pv  Tg/3 pv Tg/7 pv Tg/30 pv 
1 180 800 80 79 75 74 73 
2 140 500 80 70 72 73 73 
3 160 650 90 80 79 76 72 
4 140 500 100 82 79 76 74 
5 180 800 100 85 85 80 72 
6 160 650 90 85 85 83 77 
7 180 500 80 86 84 84 77 
8 180 500 100 91 85 87 75 
9 140 800 100 89 87 82 76 
10 140 800 80 70 71 72 69 
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11  JOHTOPÄÄTÖKSET JA POHDINTA 
 
Trehaloosi ja melibioosi toimivat sumukuivauksessa hyvin proteiinin suoja-aineena ja 
säilyivät analyysien perusteella amorfisena prosessin ja säilytyksen aikana. Lisäksi 
proteiinin sumukuivaus onnistui menetelmän kehityksen jälkeen hyvin ja saannot sekä 
proteiinin aktiivisuus saatiin pysymään suhteellisen hyvinä. Prosessiparametrien 
vaikutusten tulokset olivat hieman ristiriitaiset, mikä johtui todennäköisesti siitä, että 
laite muuttui monta kertaa tutkimuksen aikana, eikä ajoista ollut riittävästi toistoja. 
Sumukuivaimesta vaihdettiin monta kertaa osia, mikä vaikutti melko paljon laitteen 
toimintaan. Sumukuivauksesta on paljon julkaistu tutkimuksia, joissa myös tulokset 
ovat keskenään hieman erilaisia. Ristiriitaiset tulokset voivat johtua myös siitä, että 
sumukuivaimia on paljon erilaisia ja jokainen sumukuivattava formulaatio on erilainen. 
Tästä voisi ainakin vetää johtopäätöksen, että jokainen sumukuivausprosessi vaatii 
paljon menetelmänkehitystä ja esikokeita ennen kuin sitä voi luotettavasti käyttää 
valmistusmenetelmänä. Tässä tutkimuksessa myös selkeä puute oli se, ettei toistoja 
jotka on tehty samanlaisella sumukuivaimella, samalla formulaatiolla ja samoilla 
analyysimenetelmällä ollut mahdollisuutta tehdä, koska suurin osa ajasta kului 
menetelmänkehitykseen ja esikokeisiin. Jotta olisi saatu luotettavampia tuloksia, olisi 
kaikista sumukuivausajoista pitänyt tehdä kolme toistoa, sekä myös DSC-ajoista, 
XRPD-ajoista, Karl Fischer-titrauksesta ja proteiinin aktiivisuustestistä kolme toistoa. 
Lisäksi jokin kolmas menetelmä kiteisyyden arvioimiseen olisi ollut hyvä ottaa mukaan, 
kuten Raman-spektroskopia.  
 
Prosessiparametrien vaikutus proteiinin aktiivisuuteen oli kuitenkin looginen ja 
samanlainen kuin esimerkiksi Broadheadin ym. (1994) tutkimuksessa. Korkea lämpötila, 
suurempi suuttimen ilmavirta ja suurempi aspiraattori laskivat proteiinin aktiivisuutta. 
Korkeat lämpötilat ja mekaaninen stressi saavat aikaan muutoksia proteiinin rakenteessa, 
ja siten inaktivoivat sitä. β-galaktosidaasi tosin säilytti aktiivisuutensa melko hyvin.  
 
Toinen tätä tutkimusta rajoittava tekijä oli se, että proteiinia oli sumukuivattavassa 
formulaatiossa vähän verrattuna disakkaridiin. Tämän vuoksi β-galaktosidaasin 
rakenteen mahdollisia muutoksia sumukuivauksen aikana ei pystytty tutkimaan. 
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Toisaalta proteiinin aktiivisuutta taas pystytään tutkimaan, ja proteiinin rakenne ja 
aktiivisuus ovat yhteydessä toisiinsa. Esimerkiksi FT-IR-spektrin avulla näkyvä 
proteiinin sekundäärirakenteen muutos olisi ollut mielenkiintoinen tieto tutkimuksen 
kannalta. Tässä tutkimuksessa sekundäärirakenteen muutoksia ei voitu tutkia FT-IR:llä,  
koska sumukuivatussa jauheessa oli prosentuaalisesti niin pieni määrä proteiinia 
verrattuna disakkaridiin, että FT-IR jota kokeiltiin, tunnisti vain trehaloosin ja 
proteiinille tunnusomaiset signaalit jäivät täysin tunnistamatta. Myös CD menetelmää 
olisi voinut käyttää, mutta siinä olisi ilmennyt sama ongelma. Proteiinin 
aggregoitumista olisi voinut tutkia HPLC:llä tai SDS-PAGE:lla, jos haluttaisiin 
laajempaa informaatiota siitä, mitä tuotteelle tapahtuu. Näillä menetelmillä pystytään 
erottelemaan molekyylejä koon perusteella (Branchu ym. 1999). Todennäköisesti myös 
muissa analyyseissä, kuten DSC-kuvaajassa ja XRPD-diffraktogrammissa näkyy vain 
disakkaridi eikä lainkaan proteiini. β-galaktosidaasin osalta ei voida luotettavasti sanoa 
muuta kuin että se säilyi melko hyvin aktiivisena sumukuivauksen ja säilytyksen aikana 
kun suoja-aineena käytettiin trehaloosia ja melibioosia. Kun taas β-galaktosidaasia 
sumukuivattiin erytritolin kanssa aktiivisuus hävisi melkein kokonaan, joten trehaloosi 
ja melibioosi formulaatiossa ovat tärkeitä proteiinin aktiivisuuden säilymisen kannalta, 
ja ne suojasivat proteiinia hyvin.  
Proteiinin määrä formulaatiossa valittiin niin pieneksi koska proteiinin 
puhdistusmenetelmä oli kallis ja aikaavievä ja sillä pystyttiin puhdistamaan vain pieni 
määrä proteiinia kerrallaan. Toisaalta pieni proteiinimäärä formulaatiossa vastaa 
paremmin oikeaa lääkevalmistetta, koska lääkevalmisteissa vaikuttavan aineen määrä 
on lähes aina pieni verrattuna apuaineisiin. Lisäksi sellaisia tutkimuksia on jo paljon, 
joissa proteiinin määrä on suuri, joten senkin vuoksi on hyvä että tehdään myös erilaista 
tutkimusta. Toisaalta taas sumukuivatun proteiinin fysikaaliskemiallinen karakterisointi 
ei onnistu niin hyvin, koska näytteestä suurin osa on apuainetta.  
Sumukuivauksesta on jo paljon tutkimusta, mutta sumukuivaus on 
monimuuttujaprosessi, joten siitä on hyvin vaikea saada luotettavia tuloksia vain yhden 
tutkimuksen perusteella. Lisäksi asia on todellisuudessa vielä monimutkaisempi, eli 
lopputuotteeseen vaikuttavat sekä yksittäiset prosessiparametrit, että 
prosessiparametrien yhteisvaikutus (Broadhead 1994). Tämän vuoksi jokaiselle 
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formulaatiolle pitää tehdä erikseen prosessin optimointi, jotta lopputuote olisi sellainen 
kuin halutaan, eli saanto olisi hyvä, jauhe mahdollisimman kuivaa ja proteiini säilyisi 
aktiivisena. Myös jo tehdyissä tutkimuksissa tulokset eivät ole aivan samanlaisia, mikä 
myös viittaa siihen, että prosessiin vaikuttaa niin moni asia, että sitä on hyvin vaikea 
hallita ilman tarpeeksi perusteellista menetelmän kehitystä ja esikokeita.  
Ensimmäiset tulokset esikoeajoissa eivät välttämättä olleet aivan luotettavia, koska 
sumukuivaimessa oli paljon ongelmia esimerkiksi suuttimen kanssa ja tasaisen 
ilmavirtauksen aikaansaamisessa. Tutkimuksen mukaan parhaimmat saannot saatiin 
korkeammilla lämpötiloilla ja suuttimen ilmavirran ollessa suuri, mikä oli odotettavissa 
myös kirjallisuuden perusteella (Broadhead 1994). Toisaalta mittauksissa on suuri 
hajonta, mikä johtuu todennäköisesti siitä, että sumukuivain ei toiminut kunnolla. 
Malliproteiinikokeiden tuloksissa hajonta oli myös melko suuri, joten tulosten 
luotettavuus ei ole välttämättä kovin hyvä. Lisäksi erikoista oli lämpötilan vaikutus 
saantoon, koska tulos oli päinvastainen kuin esikokeissa ja kirjallisuudessa. Tulokseen 
voi vaikuttaa se, että laitetta muutettiin monta kertaa tutkimuksen aikana, ja toistot 
ajoista ja analyyseista puuttuivat. Myös jauheen keräys laitteistosta oli vaikea tehdä 
täysin toistettavasti. Tämän tutkimus keskittyi myös melko paljon menetelmän 
kehittämiseen ja pystyttämiseen, mikä on toisaalta sekä hyvä että huono puoli. 
Menetelmän kehitys ja laitteiston pystyttäminen oli hankalaa ja se vei paljon aikaa, 
mutta toisaalta menetelmä saatiin toimimaan jatkotutkimuksia varten. 
 
Partikkelikokojakauman tutkimiseen käytettiin SEM:a, koska parempaa menetelmää ei 
ollut käytössä. Tulos oli looginen, vaikka menetelmä oli vain suuntaa-antava. Kun 
suuttimen ilmavirta on suuri, neste tulee suuttimesta ulos suuremmalla paineella, jolloin 
se atomisoi pisarat pienemmiksi ja muodostuu pienempiä partikkeleita, kuten ajossa 1 
jossa suuttimen ilmavirta oli 800 l/h. Ajossa 2 taas näytti olevan suurimmat partikkelit, 
ja vastaavasti tässä ajossa suuttimen  ilmavirta oli pieni 500 l/h.  
 
Karl Fischer-titraus on tarkka menetelmä, koska se mittaa kaiken näytteessä olevan 
veden. Karl-Fischer-laite ei kuitenkaan ollut käytössä suurimman osan ajasta tutkimusta, 
joten tuloksia tuli vain muutama. Lisäksi tulosten luotettavuus on hyvin epävarma, 
koska laite ei toiminut kunnolla silloin kun mittaukset trehaloosilla ja β-
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galaktosidaasilla tehtiin. Mittaustulokset eroavatkin huomattavasti melibioosilla ja β-
galaktosidaasilla tehtyjen mittausten tuloksista, mutta mitään johtopäätöstä ei voida 
tehdä, koska laite oli epäkunnossa ja mittauksia on liian vähän. Muuten menetelmä on 
hyvä ja tarkempi kuin Aqua Lab-laitteella tehty vesiaktiivisuuden mittaus. Aqua lab-
laite mittaa pintakosteuden, joten menetelmä ei ole niin tarkka mittari kuin Karl Fischer-
titraus. Aqua Lab-laitteella saadaan kuitenkin ainakin suuntaa antava tulos näytteiden 
kosteudesta. Kosteuden mittaamisessa ongelma tässä työssä oli se, että aikaa, jonka 
jauhe seisoo pöydällä voi olla vaikea vakioida. Tämä saattaa osittain selittää ristiriitaiset 
tulokset prosessiparametrien vaikutuksesta vesiaktiivisuuteen.  
 
Tämän työn tärkein tulos oli se, että β-galaktosidaasi säilyi hyvin aktiivisena 
sumukuivauksen ja säilytyksen aikana, kun suoja-aineina käytettiin trehaloosia ja 
melibioosia. Myös saannot saatiin pysymään suhteellisen hyvinä ja trehaloosi ja 
melibioosi säilyivät hyvin amorfisena. Myös se, että melibioosi soveltui hyvin 
sumukuivaukseen, oli tärkeä tulos, koska sitä ei ole ennen sumukuivauksessa käytetty. 
Mielenkiintoista olisi nähdä kuinka toistettavia tästä tutkimuksesta saadut tulokset ovat, 
eli jokaisesta ajosta tulisi tehdä kolme toistoa. Lisäksi muutoksia proteiinin rakenteessa 
voisi tutkia tarkemmin, sekä tehdä säilyvyyskokeet vielä pidemmän säilytyksen jälkeen. 
Tutkimukseen voisi ottaa mukaan myös muita hiilihydraatteja ja verrata näiden 
ominaisuuksia melibioosiin. Lisäksi voisi kokeilla miten proteiinimäärän lisääminen 
formulaatioon vaikuttaa tuloksiin, tai ottaa käyttöön eri proteiini.  
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LIITTEET 
LIITE 1 
Sumukuivain Buchi 290 käyttöohjeet 
Ajojen aloittaminen 
1.) Kokoa laite 
2.) Muista kiinnittää poistoputki sumukuivaimen taakse 
3.) Avaa vesihana (jäähdytysvesi) ja tarkista ettei vettä vuoda mistään 
4.) Kytke laite päälle 
5.) Kytke aspiraattori päälle ja valitse voimakkuus 
6.) Kytke lämpötila päälle ja valitse sisääntulolämpötila 
7.) Avaa typpihana (suuttimen paineilma) ja säädä laitteesta ilmavirta 
8.) Aloita veden tai kuivattavan nesteen syöttö kun inlet present on noussut samaan 
lämpötilaan kuin inlet actual 
 
Laitteen sammuttaminen 
1.) Kun ajo on valmis aja hetken aikaa (esim. pari minuuttia) tislattua vettä, jotta 
suutin puhdistuu.  
2.) Sen jälkeen kun vesiletku on tyhjä, sen voi ottaa irti suuttimesta ja laittaa toisen 
pään tyhjään astiaan ja toisen pään vesiastiaan. Vettä voi ajaa letkun läpi sen 
aikaa kun laite jäähtyy, niin letku pysyy puhtaana. 
3.) Kytke lämmitin pois päältä 
4.) Aspiraattorin voi laittaa pienemmälle niin laite jäähtyy nopeammin. 
5.) Laitteen saa sammuttaa vasta kun inlet actual on max. 70 °C. 
6.) Sulje vesihana ja typpihana 
 
Laitteen käytössä tärkeää: 
1.) Suodatin on vaihdettava tarpeeksi usein ettei se tukkeudu. Suodattimen voi pestä 
vedellä ja alkoholilla, kuivata ja käyttää uudestaan. Suodattimen tukkeutuminen 
estää laitteen toiminnan. Esimerkiksi suodattimen vaihto joka neljäs ajo on 
riittävä määrä.  
2.) Suodattimen painetta pitää tarkkailla painemittarista. Paine vaihtelee sen 
mukaan kuinka isolla aspiraattori on. Yleensä puhtaassa suodattimessa paine on 
30 baaria, kun aspiraattori on 100%, ja noin 18-20 baaria, kun aspiraattori on 75% 
jne.  
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3.) Suodattimen kansi ei myöskään pysy itsestään kunnolla kiinni. Se pitää laittaa 
kunnolla kiinni esimerkiksi teipillä, muuten laite ei toimi. 
4.) Ajoliuoksen määrä kannattaa olla vähintään 100 ml (esim. 10% liousta), koska 
kuivauskammioon, sykloniin, ym. pintoihin jää jauhetta, ja pienemmällä 
liuosmäärällä suhteellinen saanto on todella huono.   
5.) Liitoskohtiin kannattaa laittaa parafilmiä, ettei laite vuoda.  
6.) Myös suutin on tärkeä laitteen toiminnan kannalta. Tarkista että suutin tulee 
oikein paikoilleen. Tarkkaile ettei se vuoda mistään ja tarkkaile tuleeko sumutus 
normaalisti kuivauskammioon. 
7.) Käsittele lasiosia varovasti kun ne ovat kuumia, koska silloin ne hajoavat 
helposti. Myös poistoletkut kannattaa laittaa sellaiseen asentoon, etteivät ne 
hirveästi väännä lasiosia. 
8.) Tarkkaile että sumukuivaimen takana oleva poistoletku vetää hyvin eikä se ole 
liian kiemuralla. 
 
 
      
Sumukuivaimen liitokset kannattaa tiivistää parafilmillä, ja suodattimen kansi kiinnittää 
paikoilleen teipillä siten että se tulee tiukasti kiinni. 
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Järjestys, jossa suuttimen sisäosa kootaan. 
